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ABSTRAKT

Sykorovéa Daniela: Biologické vlastnosti, metabolisma vyznam sekundarnych metabolitov
rastlin: (Diplomova praca) — Slovenska I'pohospodarska univerzita v Nitre. Fakulta
agrobioldgie a potravinovych zdrojov; Katedra fyagie rastlin. -Veduca diplomovej prace:
doc. Ing. Katarina OLSOVSKA, PhD. — Nitra, 20139 s.

Cidlom diplomovej prace bolo komplexné spracovanie ptkav z vedeckych
a odbornych publikacii tykajucich sa problematikgkendarnych metabolitov, konkrétne
rastlinnych alkaloidov a ich vyuzitie vo fytofarmiadlizSie sme sa zaoberali alkaloidom
taxol ziskavany z tisu. Alkaloidy su rastlinné dagé heterocyklické zlieniny, ktoré sa
vol'ne nevyskytujd. Mnohé sekundarne metabolity sa ipajZ v potravinarskom,
farmaceutickom a kozmetickom priemysle, iné sekumelémetabolity s biocidnymciinkom
voci fytopatogénom je mozné vyuwZznamiesto klasickych agrochemikalii. Existuje mnoho
druhov alkaloidov s réznymi dinkami. NajzndmejSie su tie s ktorymi sa daajejSie
stretavameCi uZ ide o pdnohospodarsky a ekonomicky (Mak siaty, Tabak vskyf, alebo
historicky (Durman obdajny, Blencierny) vyznam. Z hadiska vyuZiténosti alkaloidov nie
su pd&nohospodarske rastliny ki vyznamné, pretoze iba méalo z nich sa oplati isatZzna
takéto spracovanie. Vyuzitie je hlavne v medicifiebylinarstve, s¢im suvisi aj ich
ekonomicky a historicky vyznam. VyuzZivali sa v bdjo pri Samanstve, a samozrejme aj na
liecitel'ské &ely. Jednou z takych rastlin je aj Tis zapadiaxUs brevifolig, ktory je
najznamejSim zdrojom Sirokého spektra sekundarnyetabolitov. Ihlgky a kéra tisu
obsahuju okrem jedovatych alkaloidov aj latktininil proti rakovine, ktord sa nazyva taxol.
Usilie o syntetizovanie taxolu si rozbehnuté a emyid zasob moéze napomb&ultivacia
v pletivovych kultdrach alebo pestovanie stromolmikké skasky su limitované vzacrtimsi
drogy. Progresivny vstup taxolu DEBAC (10-deacetgtiatinu) a jeho analégov do procesu
tvorby antileukemickych a protinadorovych prepavaggodmienil rozpracovanie setakych,

pestovatiskych a technologickych podmienok vyuZzitia ras#iha druhulraxus baccatd.

Kruacové slova:sekundarne metabolity rastlin, biosyntéza, vyzralkaloidy, Taxus

baccata taxol



ABSTRAKT

Sykorova, DanielaBiological properties, metabolism and the importard plant secondary
metabolites(Diploma work Slovak agricultural university in Kt Faculty of agrobiology
and food resources, Chair of plant physiology —degaof the diploma work: doc. Ing.
Katarina OlSovska, PhD. — Nitra, 2010 — 79 pp.

The aim of the diploma work was to process thewkadge of scientific researches
dealing with the problems of secondary metabalitgparticular plant alcaloids and their use
in fytopharmacy. We dealt with the alcaloid taxeteived by yew-tree. Alcaloids are plant
nitrogenous heterocyclic compounds which do notuodeeely in nature.Many secondary
metabolits are used in food, pharmacy and cosnretigstry, another seconary metabolits are
able to be used instead of classic agriculturahbals. There are many existing alcaloids
with various levels of effects. The most well.knoanme those, which we generally meet in an
ordinary life — either of agricultural — (poppy seetobacco) or historical importance
(stramonium). From the point of view of use of &ads, agricultural plants are not very
important, because just few of them are worth te asd to process. The use of them is
mainly in medicine or herbal use, which is conneoteth their economical and historical
importance. They were used in battles, and of eofmscuring purposes. One of those plants
Is taxus brevifolia, which is the most importantisse of wide scale of secondary metabolits.
Spicules and bark, except of toxic alcaloids, atsasist of matter called taxol, which is
effective against cancer. There already is an teffioraxol synthesize and cultivation of telary
cultures or growing trees can help to increasestifgplies of it. Clinic exams are limited
because of its rareness. Progressive input of tBEBAC (10deacetylbaccatin) and their
analogues to the process of creation of antileugeemd antioncogenous preparations
conditioned processing of selective, growing anchmelogic conditions of use of taxus

baccata L.

Key words: plant secondary metabolits, biosynthesis, rolglaidstaxus baccatataxol
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Zoznam skratiek a zn&iek

tab. — tabika
napr. — napriklad
¢. —¢islo

tzv. — takzvané

t.j. —to jest

atd. — a takd’alej
kol. — kolektiv
m — meter

mm — milimeter

nm — nanometrov

kg — kilogram

°C -celziov sups#

UV Ziarenie — ultrafialové Ziarenie
TBC — tuberkul6za

pH - exponent kyslosti

CO, — oxid uhliity

H,O — voda
H — vodik

O — kyslik

C — uhlik

Mn — mangan
Fe — zelezo
N — dusik

DEBAC - deacetylbaccatin

GalNAc — N-acetylgalaktozaminu

THF — tetrahydrofolatu

LSD — dietylamid kyseliny lysergovej

KIN — kinetin

BAP — benzylaminopurin

2,4-D — kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova
NAA — kyselinaa-naftyloctova

IAA — kyselinay-indolyloctova



PFK — fosfofruktokindza

PEPCK — P-Pyr-karboxykinaza

CoA — koenzym A

DMT — Dimetyltryptamin

NAD+ — nikotinamidadenindinukleotid
FAD — flavinadenindinukleotid

GTP — guanosyntrifosfat

GDP - guanosyndifosfatu

DNA — deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina

tRNA — transferova ribonukleova kyselina



1 UVOD

V rastlindch sa nachadzal%é mnozstvo sekundarnych metabolitov, ktoré stopnie
v ovela menSich mnoZstvach ako primarne metabolity. Medkundarne metabolity patria
alkaloidy, terpény, fenolové latky, steroidy a fbawidy. Mnohé sekundarne metabolity
najdené v rastlinach maju ulohu pri obrane ragtted patogénmi, Skodcami, herbivormi, pri
ochrane pred UV Ziarenim, pri pigmentécii a opelebioha v&S3iny sekundarnych
metabolitov je neznama. Odhaduje sa, Ze v rastisacnachadza priblizne 100 000¢&in
a kazdy rok sa zoznam rozSirujed’alSie. Mnohé sekundarne metabolity sa pouzivaju
v potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom mpgisle, iné sekundarne metabolity
s biocidnym dinkom vai fytopatogénom je mozné vyuZzi namiesto klasickych
agrochemikalii.

Medzi najdblezitejSie sekundarne metabolity sa duaj@ farmaceutické latky.
Priblizne 85 % tradnych lieiv obsahuje extrakty zrastlin. Y&na firiem vo
farmaceutickom priemysle je zavisla od divo rasticrastlin, z ktorych sa extrakciou
ziskavaju medicinsky dolezité latky. Mnohé ¢ rastliny st vaZzne ohrozené urbanizéciou,
odlesiovanim, zné&istovanim zivotného prostredia, zavadzanim nep6vodmadtlin do
prirody a inymi faktormi.

UZ v staroveku sa poznala nielenciié sila, ale aj jedovatdsniektorych rastlin.
Spaiiatku sa rastlinné jedy pouZzivali na trdvenie dixegri. DneSné poznatky o jedovatych
rastlindch su podstatne SirSie a hlbSie. Aj v naSoemepisnom pasme rastu desiatky
rastlinnych druhov, ktoré mézu zafnit nebezpéné otravy.Tazko je jednozrime ukit),
kedy mozno rastlinu povazavaa skuténe jedovatl. N&pstejSie obsahuju rastliny len viac
alebo menej zndmu latku, ktord méZadskému organizmu Skadli kel sa nejakym
spésobom a v nevhodnej davke dostane do tela. YOpealovatymi rastlinami nie su i
casté, ak odhliadneme od detskych otrav zapehych plodmi, jadrami alebo kvetmi
niektorych zelenych rastlin.

Jednym z jedovatych iiinatych kultivarov je tis {axus),ktory obsahuje niekio

alkaloidov horkej chuti, ktoré su prudko, az sifmejedovate.
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2 PREHLAD LITERATURY

2.1 VYZNAM A VYUZITIE SEKUNDARNYCH METABOLITOV
V RASTLINNEJ PRODUKCII | V ROZNYCH OBLASTIACH
SPOLOCENSKEJ PRAXE

Metabolity, ktoré maju pre bunku zakladny vyznamstanevyhnutné na udrzanie
Zivotnych procesov sa ozhigu ako primarne metabolity (v rastlinach su to Ieokeé
kyseliny, bielkoviny, sacharidy, lipidy, hormony, pigmenty fotosyntézy - chlorofyly
a karotenoidy a pod.) Rastliny syntetizuju a akunjiufj d’alSie sekundarne metabolity, ktoré
sa vyznauju réznorodotou chemickych Struktir, obmedzenym rozSirenim aavoiou
funkciou pre organizmus. Bom latok najvyznamnejSie skupiny sekundarnych bwdiv
st terpény, fenolové latky a z dusikatych latokmigjalkaloidy (MASAROVCOVA,
RERCAK, 2002).

Zistilo sa, ze viacero sekundarnych metabolitovdedych v rastlinach, ma vyznam pri
obrane organizmu proti herbivorom, Skodcom a patoge pri ochrane pred UV Ziarenim
(BENNET,1994).

Pre ich mnohé biologickécinky ich mozno uplatni réznymi spésobmi. Méze tiso
vyuzitie v  potravinarskom priemysle vo forme aditivako nutraceutik a
preventivnomedicinskych pripravkov. Uplatnenie nmajj&ro farmaceutickom priemysle, kde
slizia na vyrobu preparatov, ktoré obsahuju tiétkyl ako terapeutickydnné substancie.
Sekundarne metabolity niektorych druhov rastlin agtki biocidny &inok vci
fytopatogénom spésobujucich Skody nammhospodarskych a zahradnych plodinach. To
umoziuje ich vyuzitie namiesto klasickych agrochemikdgslietoZe ich nadmerné pouzivanie
spbsobuje kontaminaciu pody a nasledne aj potraéimo re¢éazca. Produkcia sekundarnych
metabolitov ponuka &y priestor vyuZivaniu biotechnologickych postupdlapriklad mak
siaty sa pestuje ako pméa plodina. Hospodarskym produktom je modré alabte lsemeno
obsahujuce okolo 50 % oleja, ktoré sa spotrebovduachyni, v cukrarstve a v pekarniach,
a ziskava sa z neho olej. Suché prazdne makoviadleZitou surovinou farmaceutického
priemyslu, nakiko sa z nich vyuzivaju alkaloidy (hlavne morfiumkadein), potrebné
k vyrobe liekov. Na zahradach sa mak tiez pestigespmeno, ale aj ako dekorativna rastlina.
Ide teda orastlinu rézneho Gzitku — potravinoviejamarnu, farmaceutickd (kevt)

a dekorativnu. A pritom je stale rastlinou jedovaéoomamnou.
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Pri hodnoteni Uzitkovosti jedovatych rastlin, ichzwamu precloveka, jednoznae
previada vyuzitie v odbornom lekarstve #wdovom ligitel'stve. Tato UZitkova stranka
jedovatych rastlin zasahuje az do hibokého davnotetistva.Clovek v prirode vyhadéaval
potravu i prostriedky zmiéujuce jeho bolesti spdsobené chorob&miraneniami. Dnes sa
shazime ziskaco najkvalitnejSiu drogu. M&a jedovatych bylin a drevin sa vysadzuje do
zéhradiek, zahrad, parkov, do verejnej zeleni méstdlisk. Jedovaté rastliny sa bezne
pestuju ako interiérové rastliny v domacnostiactadach, predajnych haldch a podobne.
Vela jedovatych rastlin méZzeme ozZnaako jedovaté rastliny technick&an a konope
poskytuju prirodné vlakna. NiekRko druhov jedovatych rastlin sa u nas pestuje ptitie
dreva k truhlarskym, rezbarskym a sustruznickyracam. .

Semend’anu, konope, maku a niektorydalSich jedovatych rastlin poskytuju kvalitné
oleje pouzivané k farmaceutickym, technickym a ingelom. A hoci sa to mdéze zfla
podivné, su medzi jedovatymi rastlinami idruhy lpdsjace potravinové suroviny.
NajdblezitejSie s zemiaky. Jedovaté su tieZ semear@( a broskyi i ked” ich ¢erstvé plody
obsahujucerstvé vitaminy. Existuje tieZ niekm jedovatych rastlin, ktorych mladé listy,
kvety alebo plody sa pouzivali a miestami eSte p@jd Kk priprave Salatov a polievok.
Nemaly 0zitok majua tiez rastliny medonosné. Nekidelam poskytuju napriklad kvety
naprstniku, prvosienky, trnovniku, sasanky, makuegNOVAK, 2007).

Sekundarne metabolity sa syntetizuju v rastlindcia ochranu proti fytofagnemu
hmyzu. Repelenty a antifeedanty odpudzuju hmyz. pdkpo atraktanty sa upfatja pri
reprodukcii rastlin ako pigmenty, vone, zlozky réelkt a péu vo vz’ahu k op&ovatom.
Pigmenty umo#uju optickl komunikaciu medzi rastlinami a Zéchmi (signalna funkcia
pigmentov kvetov, semien a plodov) (MASARGYOVA, RERCAK, 2002).

Dalsi poliad na sekundarne metabolity je, Ze sekundarne olgyaBu vhodné pre
uloZenie prebyttného uhlika a dusika z primarneho metabolizmu. Sadune metabolity su
neskoér odburané a uskladneny uhlik a dusik je teggky v primarnom metabolizme, kde
vznikla pozZiadavka. Medzi primarnym a sekundarnynetabolizmom je dynamicka
rovnovaha, na ktord ma vplyv rast, diferenciaciaetipl avyvoj rastlinného tela
(COLLIN, 2000).

Tie faktory, ktoré utuju lokaliziciu a akumulaciu sekundarnych metabwlit intaktnej
rastline, su dblezité aj pre rastlinné pletivovéitlky. Napriklad, na stimulaciu tvorby
sekundarnych metabolitov (fytoalexinov) v pletivolaykultirach sa vyuzivaju zléniny
biologického pbvodu - biotické elicitory. Mnohé seklarne metabolity maju iy vyznam
pre nas, spotrebitev, kef'Ze tvoria zaklad arémy, prichuti a zafarbenia ptrakorenia
a napojov. Sekundarne metabolity maju mnohé biokagiinky, ktoré je mozné uplathi
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réznymi sposobmi v potravinarskom, kozmetickomrantceutickom priemysle. Nasli svoje
uplatnenie pri ligeni réznych chorbéb (taks.1), ako aditiva do potravin (tals.2). Iné
sekundarne metabolity (napr. fytoalexiny) s biogidniinkom vai fytopatogénom je
mozné vyuzi namiesto agrochemikalii.

NajhodnotnejSimi sekundarnymi metabolitmi su farewdika. Ich produkcia j€asto
limitovana nedostupndsu rastlinnych zdrojov. Sekundérne metabolity sastlinachéasto
nachadzaju v nizkych koncentraciadBatharanthus roseawrodukuje vyznamné indolové
alkaloidy v malych mnoZstvach. Tieto produkty su diogsky dolezité a zahaju
protirakovinové ligiva - vinblastin a vinkristin ako aj ajmalicin, kfosa pouZiva v lighe
poruch obehovej sustavy. Prvé dva produkty su exteedrahé a mozu bByzolované len
z rastlin v malych mnoZstvach. Draha syntézy jeniallha a zalia 20 enzymovych krokov.
Chemicka syntéza nie je realna (COLLIN, 2000).

Vyskyt sekundarnych metabolitov vo Iwei nizkych koncentraciach casto pri
ohrozenych druhoch viedol ksnahe oich produkciltermativnymi spdsobmi.
Biotechnologické metddy rastlinnych explantatoviehitir poskytuju obnovitény zdroj pre
produkciu sekundarnych metabolitov. Boli vyvinutgstemy pre produkciu sekundarnych
metabolitov v kalusovych, bunkovych suspenznycheimsych a vyhonkovych kultarach.
Predpokladom pre kom@ra aplikaciu tychto systémov je selekcia vysokodpkdivnych
bunkovych linii ako aj optimalizacia chemickéhoyaifalneho prostredia kultivdcie buniek

pre maximalizaciu produkcie.

Tabulka ¢.1 Rastlinné zdroje vybranych sekundarnych metatohbtich @inok
(RAO et al, 1988)

Sekundarny metabolit| U&inok Rastlinny zdroj

Berberin protektivny C. japonica

Codein sedativny P. somniferum
Digoxin stimul&ny precinnog’ srdca| Di. lanata

Morfin sedativny P. somniferum
Chinin antimalarny Cinchon.ledgeriana
Sikonin antibakterialny L. erythrorhizon
Taxol antikancerogénny Taxus brevifolia
Vinkristin antileukemicky Cath. roseus
Vinblastin antileukemicky Cath. roseus
Ajmalicin antihypertenzny Cath. roseus
Antitermisin antimalarny Artemisia annua
Podofylotoxin protinddorovy Podophylum petalum
Diosgenin steroidny prekurzor Dioscorea deltoidea
Elipticin protinadorovy Orchrosia elliptica
Forskolin antiglaukomovy Colues forskolii
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Tabulka ¢.2 Potravinové aditiva ziskané z rastlinnych bunkowialr

(RAO et al, 2002)

Aditivum Rastlinny zdroj
Farbiva antokyaniny Vitis vinifera, Euphorbiagpp.,Datura carota, Peoana
frutescens
betalaniny | Beta vulgaris, Chenopodium rubrum
karotenoidy | Lycopersicon esculentum
Prichute Vanilin Vanilla planofolia
Cesnak Allium sativum
Cibura Allium cepa
Citrén Citrus spp.
Kakao Theobromo cacao
kapsaicin Capsicum frutescens
Sladidla Steviosin | Stevia rebaudiana
glycyrizin Glycyrrhiza glabra
thaumatin | Thaumatococcus danielli
Esencialne olejel matovy Mentha piperata
kamilkovy | Matricaria chamomilla
jazminovy | Jasmine officinale
Anizovy Pimpinella anisum
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2.2 VZNIK A VYZNAM PRIMARNYCH A SEKUNDARNYCH
METABOLITOV RASTLIN

K najzakladnejSim vlastnostiam rastlinného organiznpatri vysoko &elova
organizovanasprocesov, ktoré iom prebiehajd. Jedna sa hlavne o komplex biocheriick
reakcii, ktoré zabezpeju prikon energie pre rastlinu, ako isyntézu kggeh potrebnych
latok pre fyziologické procesy. Su enzymaticky ead a katalyzované a suhrnne sa nazyvaju
metabolizmus alebo latkova premena. Zakladom restho metabolizmu su asiniile
(anabolické) a disimitmé (katabolick€) procesy prebiehajuce v bunkachezid a za
vzajomného ovplykovania. Z praktického lladiska sa u rastlin rozliSuje metabolizmus
primarny (zakladny) a metabolizmus sekundarny (gfizovany), prcom medzi nimi nie je
mozné stanovipresnu hranicu (POLLOCK, FARRAR, GORDON, 1992; RRG\ZKA et
al., 1998; SMIRNOFF, 1995).

2.2.1 Energeticky metabolizmus

Zasadnym javom rastlinného metabolizmu je pohlc@vasingnej energie, jej
transformacie na energiu chemickych vazigbje proces synteticky — asimitay. Uplatiuju
sa prinom tzv. zakladné substraty s malym obsahorimepenergie (voda, oxid ulbity),

z nich sa buduju substraty — sacharidy a lipidyelkym obsahom vinej energie. Cela
reakcia sa nazyva fotosyntéza, pre ktoru je zdragmergie, ako je vysSie uvedené, shee
Ziarenie. Pri disimilacii dochadza k rozkladnym pieainym pochodom, péom z latok
energeticky bohatych vznikaju latky energeticky abloné. Uvdnena energia sa vyuZiva
k roznym fyziologickym procesom. Vyznamnymi procésmetabolizmu rastlin, ktory je
geneticky zakodovany, su teda fotosyntéza a resaira

Primarny metabolizmus zatuje procesy nutné pre zabeéeeie energie a stavebnych
materialov, teda procesy syntézy zakladnych stai@bnzloZiek organizmu. Latky
ozna&ované ako primarne su zeniny, ktoré sa vzdy a vo vSetkych formach Zivejohm
podidajd na primarnom metabolizme. Produkty primarnehcetatmolizmu byvaju
u organizmov Vv podstate rovnaké a patria k nim @védtkym cukry, aminokyseliny,
proteiny, tuky a iné. Tieto primarne latky s newtmné pre zakladné Zivotné pochody rastlin
a z&ashuju sa zakladnych biochemickych reakcii (POLLOCKRRAR, GORDON, 1992;
PROCHAZKA et al., 1998; SMIRNOFF, 1995).
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2.2.1.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza predstavuje subor reakcii prebiehdjicichloroplastoch zelenych rastlin,
ktorymi sa premiga voda a oxid uhdity s vyuzitim slnénej radiacie na sacharidy. Ako
ved’ajSi produkt sa uviuje kyslik. Proces fotosyntézy sa skladad z dvogouyreakcii:
1. reakcie, ktoré priamo zavisia od svetelnej dpergtzv. svetelna faza)

2. reakcie, ktoré moézu prebi¢ha tmy (tzv. tmava faza)

Svetelna faza fotosyntézy.v tejto faze fotosyntézy sa energia gimeho Ziarenia
premigia na energiu chemickl, ktora sa akumuluje Wehinach bohatych na energiu.
Uskutainuje sa v dvoch pigmentovych systémoch: vo fotosystd, v ktorom je aktivhym
chlorofyl a, kt. absorbuje fotony s vinovouZzkou 700 nm (ozrmje sa P700) a vo
fotosystéme I, ktory obsahuje molekuly chlorofgaj b. Ich absotmé maximum je asi 680
nm (P680). Chlorofyly oboch systémov su viazanéostoveé bielkoviny. Podstatou tejto
fazy fotosyntézy je absorpcia fotbnov siného Ziarenia molekulami chlorofylu (zelené
farbivo rastlin). Prostrednictvom tychto "zb&ra' je zhromazdena energia prenesena na
molekulu chlorofylu a v tzv. regkhom centre¢im sa dostane do excitovaného (vzbudeného)
stavu. Zakladom tejto premeny je prechod do hladinySSou energiou. Elektron obohateny
o energiu fotdnu prijme od excitovanej molekuly imkeého chlorofylu najblizSi pren&Sa
Prijatim elektronu sa ionizuje aj molekula prerasdprijatim elektronu sa redukuje a
odovzdanim oxiduje). Primarny akceptor moédalej odovzdavé elektrony nadalSie
prenasée (redoxné systémy), ktoré s usporiadané tazoa. Prenosom elektronov na nizSiu
energetickl hladinu dochéadza k postupnému’meniu energie, ktord sa vyuZiva na tvorbu
ATP. PretoZze pri fotosyntéze je prenos elektronpw, ktorom vznika ATP, vyvolany
absorpciou fotébnu dopadajuceho na chlorofyl, nazgea tento dej ziskavania energie
fotofosforylacia. Prebieha dvoma spésobmi - cyklieknecyklicky.

Cyklicka fotofosforylaciapri tomto procese sa molekuly chlorofylu P700 $ystému |

excituju absorbovanymi fotonmi skireeho Ziarenia. Excitované elektrony su prenasané na
feredoxin cez komplex cytochromov "b" a "f" a ptagtinon spé na molekulu P700, ktora sa
tak regeneruje do pévodného (redukovaného) stavu.

Necyklickd fotofosforylacia:pri tomto procese spolupracuju oba fotosystémyll. a

P680 oziarenim prejde do excitovaného stavu. Akeept je latka povahy karotenoidov
(ozna&ovana symbolom Q). Elektrony su prenaSané cezmysténaséov a zaplnia medzeru
v molekule P700 fotosystému I, ktory privedu doladkého stavu. Udimenim elektronov z

excitovaného P680 a ich prechodom na P700 vznikitweana forma chlorofylu P680.
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K jeho regeneracii do pévodného stavu sa vyuZit@ypa vody:
HO=>2H++2e-)+1/20

Kyslik unikd do vzduchu. Dva elektrony doplnia chjre elektrony dvom ionizovanym

molekulam P680 a dva protony spolu s dvoma elehktrorktoré sa uvtnili z dvoch

excitovanych molekul P680 sa vyuzivaju na redukbMDP+ za vzniku NADPH.

Tmava faza fotosyntézy (Calvinov cyklus):v tejto faze prebieha biosyntéza
sacharidov z C@ za pritomnosti NADPH a ATP c¢inkom enzymu ribuléza-1,5-
bisfosfatkarboxylazy. Ma 3 zakl. stupne:

1. Fixacia CQ primarnym akceptorom COje ribul6za-1,5-bisfosfat. Vzniknuty

produkt sa hydrolyticky Stiepi na dve molekuly Kyse 3- fosfoglycérovej. PretoZze tato
kyselina méa vo svojej molekule tri atdmy uhlikalajo sa rastliny, v ktorych sa takto uklada
uhlik C3 rastliny.

2. Redukcia kyseliny 3-fosfoglycérovej za vznikuxéey: dve molekuly kyseliny

fosfoglycérovej sa zatasti NADPH a ATP redukuju na glyceraldehyd-3-fosiajeho 1/6 sa
syntetizuju sacharidy spatnymi reakciami glykolyzy 5/6 vznika ribuldza-1,5-bisfosfat.

3. Regeneracia akceptora CQ2nto stupg tvori subor reakcii pentézového cyklu,

zabezpei tvorbu ribuléza-5-fosfatu  (z ktorych zéasti ATP vznika ribuldéza-1,5-bisfosfat)

a tak cyklus uzatvori

Carbon
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oxoglutarate | Nitrogen

assimilation

Reductant
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Obr. ¢.1 Schéma procesu fotosyntézy rastlin (svetlych antestmych rastlin)
(http://referaty-seminarky.sk/metabolizmus-sachariyl
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2.2.1.2 Biologicka oxidacia substratov (respiraa)

Pod pojmom respiracia sa v biochémii aana proces, v ktorom bunky ziskavaju
energiu rozkladom cukrov. Rozklad cukrov zalje glykolyzu a Krebsov (citratovy) cyklus.
Dychanie vSetkych eukaryotickych organizmov prehielv ugenych organelach,
mitochondriach. Energia elektronov z Krebsovho oy v mitochondriach vyuZiva v tvz.
(mitochondialnom) dychacomti@zci na tvorbu ATP a NADH.

Electrons
Hitransferred ;Elec’%ronsd
- ransferre
wia NADH wa NADL

Electron
Transport Chain
and Oxidative
Phosphomation

2ATP 2 ATP 32 ATP
(substrate-level (substrate-level (oxidative .
phosphorylation) phosphotylation) phosphorylation)

Obr. ¢.2 Schéma biologickej oxidacie (respiracie) substratdwych bunkach

Glykolyza: predstavuje postupnsl0 enzymovo Kkatalyzovanych reakcii, ktoré
rozkladaju glukézu na dve molekuly kyseliny pyratmovej. VSetky prebiehaja v cytoplazme
a enzymy, ktoré ich katalyzuju, nie su viazané nakbvé Struktury. Cely proces mézeme
rozdelr’ na tri fazy:

1. Premena glukézy na glyceraldehyd-3-fosfat (vijodanor vodika) gluk6za sama

nie je donorom vodikovych atdmov, a preto musi &ktivovana dvojnasobnou fosforylaciou
s ATP. Téato faza zaha 4 reakcie:
a) fosforylaciu glukdzy na glukoza-6-fosfat
b) izomerizaciu gluk6za-6-fosfatu na fruktéza-6féns
c) fosforylaciu fruktéza-6-fosfatu na fruktéza-hsfosfat
d) Stiepenie frukt6za-1,6-bisfosfatu na glyceraldeB-fosfat a dihydroxyacetonfosfat. Do
dalSej fazy vstupuje len aldehyd, ale posuvanimogahy oderpanim glyceraldehyd-
3-fosfatu zreaguje aj cely dihydroxyaceton.
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2. Dehydrogenacia glyceraldehyd-3-fosfgaijedinym oxidanym stugiom glykolyzy.

Vznika kyselina fosfoglycérova.
3. Vznik kyseliny pyrohroznovejtato faza je eSte spdloa. Sledom reakcii sa z

kyseliny fosfoglycérovej (za odstiepenia fosfatoskupiny a jeho nadviazania na ADP, z
ktorej vznika ATP) stavalkicovy metabolit - kyselina pyrohroznovalSie reakcie kyseliny
pyrohroznovej zavisia od podmienok a pbvodu organizZa aerébnych podmienok sa
kyselina pyrohroznova meni oxitteou dekarboxylaciou na acetylkoenzym, ktat¥lej
vstupuje do citratového cyklu. Za anaerébnych pediok sa kyselina pyrohroznova redukuje
na kyselinou mlienu. Kvasinky za anaerébnych podmienok preémj@ kys. pyrohroznovu
dekarboxylaciou na acetaldehyd. Jeho redukciou kézrétanol a tento dej nazyvame
alkoholové kvasenie (http://referaty-seminarky.sdt@bolizmus-sacharidov/).

Krebsov cyklus: (citratovy cyklus, cyklus trikarboxylovych kyseliralebo cyklus
kyseliny citrénovej), je cyklicka postupnbeeakcii odburavania organickych &hinin uhlika
(sacharidov) na C§ pricom sa ziskavaju energeticky bohaté latky NADH, FARHATP. V
procese oxidativnej fosforylacie sa za spotrebylikysmoze ziskawaATP aj z NADH a
FADH,, pripadne sa tieto latky mdzu vytifiri biosyntéze réznych inych organickych latok.
Krebsov cyklus je kormou fazou odburavania intermediarnych produktovnpeiabolizme
cukrov, tukov &iastaine bielkovin. Prebieha v mitochondriach.

Vyznam Citratového cykluprodukcia energeticky bohatych &kinin ATP, NADH a

FADH, v Krebsovom cykle sa vyuziva pri biosyntéze mndhgoganickych latok. Krebsov
cyklus vSak nemusi prebehhicely, ale jeho ktoryktvek medziprodukt mdze By
vychodiskovou latkou (uhlikovou kostrou, substratgone syntézu mnohych organickych
zltcenin, z ktorych sninajdélezitejSia je tvorba aminokyselin.

Cyklus kyseliny citronovejproduktom glykolyzy je pyruvat (kyselina pyrohraz). V

molekule pyruvéatu je vSak uskladnené amamnozstvo energie (spalné teplo molu glukozy
je priblizne 1700 kJ). Tato energiu vSak m6ze bumka’nit’ len oxidaciou kyslikom. Pyruvat
prechadza z cytoplazmy do mitochondrii. Tam sa &amdlekula pyruvatu prevedie na €&
dvojuhlikova acetylovd skupinu, z ktorej po spojenikoenzymom A (CoA) vznikne
acetylkoenzym A (acetyl-CoA).

Acetylova skupina v acetyl-CoA je s koenzymom A jepé vazbou s vysokym obsahom
energie. Acetyl-CoA vstupuje do zlozitého chemiakég’azca nazyvaného cyklus kyseliny
citrénovej. V tychto reakciach sa acetylova skupmaduje na CQ za s@asnej tvorby
vel’kého mnozstva prena& elektronov NADH. Nakoniec elektrény s vysokymsahom
energie prechadzaju z NADHtezcom prenosu elektronov vo vnatornej mitochondjov
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membrane. Tu sa energia, ktora sa pri tomto proged&uje, pouziva na tvorbu ATP (za
spotreby molekularneho kyslika). Prave v tychtolgdrsych krokoch sa uvauje veaké
mnozstvo energie, a tym sa aj vytvaracdida ATP. Tvorba ATP prebiehajuca v
mitochondriach sa oztiaje ako oxidativna fosforylacia. Uplnym rozlozenmolu glukézy
bunky ziska 38 ATP &ag energie sa uvdmi vo forme tepla (http://www.gsurba.sk/

pk/bio/texty/krebsovcyklus.pdf)

2.2.2 Metabolizmus sacharidov

Medzi dblezité metabolické drahy sacharidov patri:
1. Glukoneogenéza

V je] priebehu su prevadzané nesacharidové prekprako laktat, pyruvat, glycerol
a aminokyseliny na glukézu. Glukoneogenéza vyuzdigkolytické enzymy. Tri z tychto
enzymov, hexokinaza, fosfofruktokindza (PFK) a pwtiinaza, katalyzuju reakcie sl«eu
zmenou vdénej energie v smere glykolyzy. V glukoneogenézeiabst’ teda tieto reakcie
nahradené reakciami umagucimi termodynamicky vyhodnu syntézu glukdzy.
V metabolizme glykogénu sa biosyntetické a degnaélarahy liSia najmenej v jednej reakcii.
To umozuje nielen termodynamickd vyhodnosv oboch smeroch za rovnakych
fyziologickych podmienok, ale i nezavisli regulddiboch smerov, takZze jeden smer méze
byt aktivovany, zatik ¢o druhy je inhibovany. Pyruvat je prevedeny najpev oxalacetat
a potom na fosfoenolpyruvat. Vznik fosfoenolpyruvét pyruvatu je endergonicky proces
a vyZaduje teda ou energiu. Toto dosiahneme prevedenim pyruvatprwmaja oxalacetét.
Premeny sa ziashuju dva enzymy: Pyruvatkarboxyldza katalyzuje zazitja ATP vznik
oxalacetatu z pyruvatu a HGOP-Pyr-karboxykinaza (PEPCK) prevadza oxalacedd®+Pyr
za vyuzitia GTP ako fosforyaého ¢inidla. Acetyl-CoA reguluje pyruvatkarboxylazu.
Syntéza axalacetatu je dapjucou reakciou, zvySujucou aktivitu citratového kicy
Hromadenie acetyl-CoA signalizuje zvy3enu potrebxalacetatu. P-Pyr-karboxykinaza
katalyzuje  dekarboxylaciu oxalacetatu zaasti GTP, pdom vznika P-Pyr a GDP.

Glukoneogenéza vyZzaduje transport metabolitov mexdtoichondriami a cytosolom.

2. Glyoxylatova draha

Rastliny maju na rozdiel od Zigichov enzymy, ktoré prevadzaju acetyl-CoA na oxatigic
glyoxylatovou drahou. Tieto enzymy su pritomné vachondriach a glyoxyzémoch.

V glykoxylatovej drahe dochadza clstej konverzii acetyl-CoA na glyoxylat, zatiao
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v cytratovom cykle je acetyl-CoA premeneny na dwaakuly CQ. V tejto drahe vznikaju
oxalacetat z dvoch molekul acetyl-CoA.
2 acetyl-CoA + 2 NAD+ FAD — oxalacetat + 2 CoASH + 2 NADH + FARH 2 H

3. Biosyntéza oligosacharidov a glykoproteinov

Syntéza laktozy: Nielixo syntetizovanych disacharidov sluzi ako metaléligalivo.
Typickym predstavittom je lakt6za [O3-D-galaktosyl-(3-4)-a-D-gluk6za, mli€ny cukor],
ktord je syntetizovand v miieej Zaze laktosasynthasou. Donorom tejto reakcie je UDP-
galaktoza, akceptorom je glukoza.

Syntéza glykoproteinov: glykoproteiny s  N-glykamigimi vazbami vznikaju

v endoplazmatickom retikule a sd’alej upravované v Golgiho aparate. Syntéza ich
sacharidovych zloziek prebieha v Styroch krokochyntéza lipidového prekurzoru
oligosacharidov, prenos tohto prekurzoru naxMKupinu asparaginového zvysku rasticeho
polypeptidu, odstranenie niektorych sacharidovyclkednptiek prekurzoru, vazba
sacharidovych zbytkov na zvySné jadro oligosachiaridO-Glykozidové viazané
oligosacharidy vznikaju posttranste. Vznikaju v Golgiho aparate postupnou véazbou
monosacharidovych jednotiek na hotovy polypeptidmfazec. Syntéza Zma prenosom N-
acetylgalaktozaminu (GalNAc) z UDP-GalNAc na zvySderinu alebo threoninu
v polypeptide prostrednictvom GalNAc-transferazykéalizacia glykosylénych miest je
uréend iba sekundarnou Struktarou polypeptidu. Glykusg pokr&uje postupnou vézbou
galaktozy, sialovych kyselin, N-acetylglukosaminu #ukézy odpovedajucimi
glykozyltransferazami.

4. Pentdzovy cyklus

Kym sa NADH z@astiuje vyuZitia vd@nej energie oxidacie metabolitov pre syntézu ATP,
NADPH sa zdastiuje vyuZzitia vdnej energie oxidacie metabolitov pre iné enderdanic
reakcie biosyntézy. Bunky za normalnych podmiendkzuji pomer [NAD] / [NADH] na
hodnote blizkej 10000 zvyhodiuje oxidaciu metabolitov, zatiato udrziavanie pomeru
[NADP] / [NADPH] okolo hodnoty 0,01 upredndstie reakciu metabolitov (VOET,
VOETOVA, 1990).
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2.2.3 Metabolizmus lipidov

Lipidy hraju nezastupited rolu v Struktire a metabolizme buniek. Napriklad
cholesterol je Zivotne dolezitou zlozkou bamgch membran a prekurzorom steroidnych
horménov a Zovych kyselin. Jeho biosyntéza, transport a vyelZsi prisne regulované.
Glykolipidy a fosfolipidy su hlavnymi zloZkami bioembran.

Pred vlastnou oxidaciou su mastné kyseliny prewd@zxyl-CoA-synthazou na svoje
acylkoenzymy A v procese vyuzivajucom ATRoxidacia mastnych acyl-CoA prebieha po
jednotkach @ aby sa mohli mastné acyl-CoA o parnonttpaoC Uplne premetiina acetyl-
CoA. Uplna oxidacia acetyl-CoA, NADH a FADRHje dosiahnuta citratovym cyklom
a oxida&nou fosforylaciou. Oxidacia nenasytenych mastnygisekn a mastnych kyselin
s neparnym pgom uhlikov prebieha tiez ak@-oxidacia, ale vyZzaduje ¢ag’ dalSich
enzymov.

Biosyntéza mastnych kyselin sa od ich oxidacieMi8iekd’kych oiadoch. Zati& ¢o
oxidacia mastnych kyselin prebieha v mitochondridelyuziva estery acyl-CoA, biosyntéza
mastnych kyselin prebieha v cytosole ¢pm rastuci acylovy zvySok je pripojeny esterovou
vazbou k proteinu prenasajucemu acylové skupinyR)A®edoxné koenzymy sa liSia (FAD
a NAD" pre oxidaciu, NADPH pre biosyntézu) pgiadstereochémie jednotlivych krokov
drahy. Vysledkom oxidacie je acetyl Co-A, zétig#o intermediarnym prekurzorom
v biosyntéze je malonyl-CoA. Acetyl-CoA je prenagammitochondrie do cytosolu ako citrat
transportnym systémom pre trikarboxylat, nasledtigpenie citratu, ktoré tiez generdgs’
NADPH potrebného pre biosyntézu. Metabolizmus masinkyselin je regulovany
allosterickou kontrolou hormonalne citlivej triaglgcerollipdzy a acetyl-CoA-karboxylazy,
fosforylacii a defosforylacii, pripadne tiez zmenagthlosti syntézy a odbaranim proteinov.
Tato regulacia je sprostredkovana horménmi glukaggnadrenalinom a noradrenalinom,
ktoré aktivuju odburavanie, ainzulinom, ktory &akje biosyntézu. Tieto hormdny
spolupracuju pri regulacii koncentracie cAMP, ktondaopak kontroluje pomery
fosforylacie/defosforylacie (SMIRNOFF, 1995; VOBIOETOVA, 1990).
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2.2.4 Metabolizmus aminokyselin

Aminokyseliny su prekurzory mnohych latok obsahighic dusik, ako je hem,
fyziologicky aktivne aminy a glutathion. Prvym kmk pri degradacii aminokyselin je
odstraneniea-aminoskupiny v transamitiaej reakcii. Aminokyseliny su prenasané na
2-oxoglutarat, ptiom vznik4 glutamat, na oxalacetat za vzniku asphaetebo na pyruvét pri
tvorbe alaninu. Glutamat je nasledne oidadeaminovan, uvauje sa NH a obnovuje sa
2-oxoglutarat. V. moéovinovom cykle sa aminokyseliny z amoniaku a aspar@Auwuju
s HCGQ na ma@ovinu. Na zdiatku je reakcia katalyzovana karbamoylfosfatsytétheu, pri
nej za spotreby ATP kondenzuje NHa HCQ'. Vysledny karbamoylfosfat reaguje
s ornitinom avznika citrulin, ktory spolu s asptoin tvori argininosukcinat, aten je
rozloZzeny na fumarat a arginin. Arginin je hydralyany na ornitin vracajuci sa spédo
cyklu a na moovinu, ktora je z organizmu vyovana. M@ovinovy cyklus je regulovany
N-acetylglutaméatom, ktory pdsobi ako allosterickitiv@tor karbamoylfosfatsynthetazy.
Transamindciou vzniknuteg-oxokyseliny su degradované na medziprodukty citého
cyklu alebo ich prekurzory. Leucin a lyzin sa nagyvketogénne aminokyseliny, pretoze su
premenované na ketonové latky, ktoré su prekuraogtyl-CoA a acetoacetatu. Zostavajuce
aminokyseliny su vsetky aspctiastane glukogénne, pretoZze pri ich premene vznikaju
prekurzory glukdzy, ako su pyruvat, oxalacetat,x@gbutarat, sukcinyl-CoA a fumarat.
Alanin, cystein, glycin, serin a treonin su preované na pyruvat.

Serin-hydroxymethyltransferaza katalyzuje za ponfelcP rozstiepenie vazby &g
serinu,¢im vznika glycin. Reakcia vyZaduje pritomtidetrahydrofolatu (THF), ktory sa
stdva akceptorom jednotky ;.C Asparagin asparat sU premenované na oxalacetat.
2-oxoglutarat vznikad pri degradacii argininu, ghotdu, glutaminu, histidinu a prolinu.
Metionin, izoleucin avalin su degradované na swykeéCoA. Premena rozvetvenych
aminokyselin sa podoba oxidacii vSetkych acyl-Cdiyptofan sa rozklada na alanin
a acetyl-CoA. Fenylalanin atyrozin su degradovaaé fumarat a acetoacetat. Hem je
syntetizovany z glycinu a sukcinyl-CoA. Z aminolyisesu tiez syntetizované hormony
a nervové mediatory, ako napr. L-DOPA, adrenaliaradrenalin, serotonin a histamin.
Glutathion, ktory je tripeptidom z glutamatu, cyste a glycinu, je sfag’ou mnohych
ochrannych, transportnych a metabolickych procesov.

Zakladnym zdrojom dusika pre vystavbu aminokysedinatmosfericky M Tento
interny plyn vSak musi bynajprv redukovany na metabolicky vyufié formu NH
v procese nazyvanom fixacia a asimilacia dusika IFBWOFF, 1995; VOET,
VOETOVA, 1990).
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2.2.5 Metabolizmus nukleotidov

Nukleové kyseliny su linearne polyméry nukleotidisahujucich bdi rib6zoveé zvysSky
v RNA, alebo deoxyribézové zvySky v DNA. RNA na did od DNA podlieha bazicky
katalyzovanej hydrolyze. Nukleové kyseliny je mozmdelit viacerymi metdédami
pouzivanymi k deleniu proteinov. Jednovlidknova DNaA oddeli od dvojvldknovej
chromatografijov na hydroxyapatitu. Elektroforézaolyakrylamidovom alebo agarasovom
géle rozdeli DNA hlavne pdid va’kosti. Obzvlas vel'lké DNA moézu by rozdelené pulznou
elektroforézou na agarasovom géle. Nukleové kygetmdZzu by sekvenované pouzitim
rovnakej stratégie, ako sa pouziva pri sekvenaiginov. Definované fragmenty DNA sa
ziskavaju pomocou restiikej endonukleazy typu I, Stiepiacej DNA v Spedifich, obvykle
palindromovych sekvenciach 4-6 baz. Oligonukleotsly nepostradateé v technoldgii
rekombinantnej DNA. VyuZzZivaju sa Kk identifikacii moalnych a mutovanych génov
a k Specifickému poznievaniu génov bodovo cielenou mutagenézou.

Fragment DNA mdze Wy produkovany vo kom mnozstve, ak je metdédami
rekombinantych DNA vneseny do vhodného klonovacwtidoru. Tym mozu kyygeneticky
upravené plazmidy, bakteriofagy, kozmidy alebo @émkVasniné chromozémy. Metody
génoveého inZinierstva umidju produkciu vékého mnozZstva vzacnych alebo Specificky
pozmenenych proteinov.

Takmer vSetky bunky syntetizuju purinové nukleotidde novo podobnymi
metabolickymi drahami. Purinovy kruh vznikgedenastimi reataymi krokmi, kedy
kone&inym produktom je IMPDalSie purinové nukleotidy, AMP a GMP, s syntetinog
z IMP v samostatnych drahach. Nukleoziddifosfatyrifasfaty su ztychto produktov
postupne tvorené fosforylaciou. Purinové nukleotityZzu by tiez syntetizované z Yaych
purinov, uvdnenych pri degradacii nukleovych kyselin.

Pyrimidiny sU v bunk&ch rovnako syntetizovates novo,ale v Setstupiovej drahe sa
najskor tvoria véné bazy, ktoré su az potom premenené na nukledtitl?. UTP vznika
fosforylaciou UMP. Syntéza pyrimidinov je regulogaspatnovazobnou inhibiciou, prave tak
ako u purinovych nukleotidov.

Deoxyribonukleotidy vznikaju redukciou prislusnyecibonukleotidov. SU zname tri
typy ribonukleotidreduktaz. Prva sa vyskytuje takmevSetkych eukaryot a mnohych
prokaryot, v aktivnom mieste obsahuje skupind™F® - F€* a vd'ny tyrosylovy radikal.
Zvysne typy (vyskytujuce sa len u prokaryot) obgalako kofaktor bd’ vitamin B, alebo
Mn (SMIRNOFF, 1995; VOET, VOETOVA, 1990).
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2.2.6 Metabolizmus, biologické vlastnosti a vyznamprimarnych a sekundarnych

zltéenin v rastlinach

Sekundarny metabolizmus je svojimi procesmi Uzkoojespy S primarnym
metabolizmom, ptiom jeho vetlajSie a konéné produkty (sekundarne metabolity) nemaju
v metabolizme rastlin tak zasadny vyznam a obvykéesu Zivotne nepostradéme. Casto
v3ak ide o zaujimavé a uzié rastlinné produkty, zvl&¥ medicine. Sekundarne metabolity
pochadzaju prevazne z metabolizmu cukrov a amirekysa v rastlinach sa #8inou
vyskytuju v mensich mnozstvach (WINK, 1999; SMIRNOHE995).

MnoZstvo z nich sa povazuje za produkty detoxiKah procesov, ktorymi sa rastlina
zbavuje reaktivnych odpadov metabolizmu, funkciaohych je neujasnena. Rastliny, na
rozdiel od zZiv@ichov, maju vémi obmedzené moznosti v@ovania nepotrebnych produktov
metabolizmu, preto v nich sekundarne metabolitycSwibu zostavaju a skladuju sa
v niektorych ¢astiach buniek. Rastliny tak obsahuju mnozstvo ifipkgch zlG¢enin, ¢asto
navzajom vémi odliSnych a vemi pestrého zloZenia. Tieto latky byvaju prizné pre uity
druh, mézu sa vyskytiidu viacerych druhov, niekedy tiez u celého rodiupamtneceladi
(NOVAK, 2007).

Rastliny produkuju v prirode sekundarne metabality obranny mechanizmus na atak
réznymi patogénmi, alebo ako odpdvea stres. Zistilo sa, Zze ako celistvé rastlink, da
rastlinné bunky su schopné reagovavnakym spdsobom aj v pripade, Ze nie su napadnut
patogénom, ale su len vystaverinigu uritych zli¢enim pochadzajucich z patogéna. Tieto
zltcéeniny s zname ako elicitory a su signalom pre biwvosekundarnych metabolitov.
Elicitory mézu by biotické (pochadzajuce z patogénov) alebo abiétitazké kovy, sucho a
pod.) a pouZivaju sa na stimulaciu produkcie seaumgth metabolitov a skratentasu na
dosiahnutie maximalnej koncentracie Zelaného proadufMISAWA, 1994; DONG a
ZHONG, 2001).

Mnohé z tychto zl&enin maju vyrazné dinky na ludsky organizmus. &nné latky
obsiahnuté v rastlinach vznikaju predovSetkym akodpkty sekundarneho metabolizmu,
maju ucité chemické zloZzenie a uréznych druhov byvégsto vémi odliSné. M6Zu sa
vyskytnt’ v ktorejkd’vek c¢asti rastliny. Alkaloidy patria k najgetnejSej skupine latok
druhotného pévodu v rastlinach, gteveka a zvierata stasto vémi jedovaté. Spravidla ide
o dusikaté zlgeniny alkalickej povahy tvoriace &inou soli s organickymi kyselinami
(8tavelovou, mliénou, jabknou, citronovou, vinnou a in€). V rastline sa sptvvyskytuje

viacej alkaloidov, ptiom ich obsah u jednotlivych rastlin toho istéhohdrdasto koliSe.
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VacsSina alkaloidovych rastlin je uz davno znama svojouicitou, halucinogénnymi
uginkami, vyuzitim viudovej medicine i pre priemyselna vyrobuwie(NOVAK, 2007).

Niektoré sekundarne metabolity, ako su glukoziryo#ahiektoré saponiny, sa ukladaju v
rastlinach ako inaktivne prekurzory. Rastlina ichze premenina biologicky aktivne latky
pri utoku fytopatogénov. Tieto Zléniny sa oznaju terminom “predtvarované“ (VAN
ETTEN a kol, 1994).

Niektoré fungicidne zkeniny mézu by pritomné len v jednejasti rastliny, ale su aj
také, ktoré su pritomné vo viaceryatastiach rastliny (VAN ETTEN a kol.,, 1994;
OSBOURN, 1999).

Mnohé zl@eniny maju dokdzany fungicidnyiaok in vitro a preto sa pouZzivaju ako
prirodzena fytoochrana rastlin (GRAYER a HARBORNB94; OSBOURN, 1996, 1999;
VAN ETTEN, 1995).

2.2.6.1 Alkaloidy

Alkaloidy su dusikaté latky rastlinného povodu @ukty z rozkladania bielkovin v
rastlinnych organizmoch). Dusik je spravidla viazarkruhu, takZze ich mozno zarédnedzi
derivaty heterocyklickych zlignin. Maju zlozita Struktlru a viaceré z nich mopovaZzova
za derivaty aminokyselin. Z chemickéhBatliska sa vyzraju zasadito®u (pritomnos
dusika v molekule). Reaguju s niektorymi karboxylov kyselinami (kyselina jabha,
citrébnova, oxalova, jantarova a pod.). Vytvarajli,sktoré si vo vode dobre rozpustné.
Vdaka silnému fyziologickémucinku na vySSie zivéichy sa v medicinskej praxi alkaloidy
pouzivaju vo forme drog a preparatov z nich alepoisié vo forme soli. V stasnosti je
dokazane, Ze prirodnu kombinaciu alkaloidov s ictirpZujacimi rastlinnymi latkami prijima
I'udsky organizmus lepSie a ich posobenie je fyziolagSie a dinnejSie. Pridruzujuce latky
su bielkoviny, saponiny, enzymy, farbiva a iné ré&tspol@ne pbésobia na absorpciu.

Rozdelenie alkaloidov pdd zakladného heterocyklu:

1. alkaloidy s cyklom pyridinunikotin, konin, pijer

2. alkaloidy s cyklom tropanuatropin, kokain

3. alkaloidy s cyklom chinolinu alebo izochinolinarkotické latky (opiaty) = morfin, heroin,
kodein chinin, papaverin

4. alkaloidy s cyklom indolu-halucinogény = dietylia kyseliny lysergovej (LSD), lysergid;
DMT

5. alkaloidy s cyklom purinukofein, teobromin, iBnofNikotin
(http://referaty.atlas.sk/prirodne_vedy/chemia/Z/2page=0).
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2.2.6.2 Terpenoidy

V prirode sa vyskytuje Vky pocet terpénov. MOZu hy alifatické i cyklické.

V organizme mo6zu miarozlicnd funkciu. Terpény s 10 atdmami uhlika v moleksig
monoterpény. Polyterpény sa skladaju &Seho pdtu monomérovych jednotiek.
Monoterpény sa vyskytuju najma v rastlinach, alezmwoo ich najs aj v baktériach

i v Zivogichoch. Predstavitem alifatickych terpénov moéze Hynyrcén. Ovéa dblezitejSie su
kyslikové derivaty alifatickych terpénov. Pritomtidgyslika nagastejSie v alkoholovej, ale
i aldehydovej, ketdnovej, esterovej, éterovej,dakivej a fenolovej skupine, i poloha dvojitej
vazby vplyvaju na charakter vone tychto latok. Rodoaj pritomna®u dusika alebo siry
ziskavaju osobitne vyrazni M. Linalol sa vyskytuje v kvetoch konvalinky,
v pomaragovom a v koriandrovom éterickom oleji. Je zloZkaadkyiovej vone. Geraniol je
v eukalyptovom a v ruzovom oleji, kde sa vyskytspolu s citronelom.

Z monocyklickych terpénov je najdélezitejsi limondivori hlavnu zloZku citrusovych
éterickych olejov. Kéra citrusovych plodov obsah@{e % z celkového mnozstva limonénu,
preto ma vyraznG viu. Struktirne skoro totozny s limonénom je karvowliSuje sa len
polohou jednej dvojitej vazby a prave tato zmeneaxye vplyva na vtavy charakter latky.
Karvén ma véu ako rasca. Nachadza sa v rasci, kbpri av terpmram oleji. Medzi
rastlinné monoterpény patria aj glykozidy irastén hormony — kyselina abscisova,
gybereliny. V niektorych rastlinach sa zistil jui@b a niektoré iné latky. V rastlinach sa
vyskytuju aj polyterpény, zlozky viacerych Zivicauk a gutapera su polyméry blizke
izoprénu. Polyizoprénovy fazec kaduku sa sklada z 500 — 5000 izoprénovych jednotiek,
refazec gutapeén len asi zo 100 jednotiek. K&k produkuje predovSetkym k&ukovnik

Hevea brasiliensisgutapetu stromPalaguium gutta.

2.2.6.3 Flavonoidy

Flavonoidy su fenolové latky, ktoré su v rastlinri§j va’mi rozSirené a chrania rastliny
pred Skodlivymi ¢initelmi. Zahhaju skoro 4000 znamych derivatov. Podobne ako
karotenoidy aj flavonoidy sa vyz&gu priaznivym @inkom na organizmus a spolupésobia s
vitaminom C. Oproti inym antioxidantom maju ta vyl Ze su aktivne vo vodnom aj v
lipofilnom prostredi, a preto patria v mnohych sooér k najmenej tak dinnym
antioxidantom ako vitamin C a vitamin E. Flavonoatiyania pred ateroskler6zou a p&dia
aj tvorbu nebezpmych aldehydov¢o ich spdja s ochranou pred nadorovou aktivitowedail
najvyznamnejSie flavonoidy patria latky: kamferolkvercetin, hesperidin, rutin,
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antokyanidiny, katechin, fenylpropanoidy a iné.wéeobecnosti sa vyskytuju vSade tam, kde
je viazany vitamin C. K vyznamnym zdrojom patri&leny ¢aj, ¢ervené vino, citrusové
plody, brokolica, cibta, v Supka jalk, cucoriedky, cierne ribezle, 3ipky, zeler, petrZlen,
grapefruit, najm&erveny, boblové ovocie, obilie, réjaky (SKARA, FEREN'IK, 1983).

2.2.6.4 Fytoalexiny

Fytoalexiny su obranné latky s antimikrobialnymiasthogsami, ktoré produkuju
rastliny po napadnuti mikroorganizmami, najméa faimgennymi hubami a virusmi.
Fytoalexiny su hlavnymi predstaditei skupiny latok, ktoré v rastlinach plnia funkciu
imunitného systému. Maju nielen antimikrobialn§inok, ale posobia aj tak, Zze pomahaju
izolova’® ¢ag’ napadnutu fytopatogénnymi mikroorganizmami od tostao tela rastliny.
Napriklad list napadnuty hubami pociilom ¢ase odumrie, vyschne a odpadne (obranna
nekréza) (SMITH,1996).

HOSTITELSKA BUNKA

BN R VE N L )

Plazmatickda membrana

Sekundarny posol A B (endogénny elicitor?)

Receptor
/ Hostitel'ska I . (A
Elicitor endo-B-1,3-glukanaza - B
(glukomannan) /// @ —_—— \\\
B-1,3- / / Mikrozémy ?
glukan / /

Uvol'neny / / !

//! elicitor /

Redukovana Nova mRNA
aktivita

HUBA kolobehu //
fytoalexinov }

\ Fytoalexiny
" ~ syntetizujici enzym
\[ | /
\ Syntéza
\ J ~ fytoalexinov
\ 2k . =
\ umulacia
\ fytoalexinov
\
\
\ y AN y

Obr. ¢.3 Schéma signalizacie stresu v rastlinnej bunkeessetrej odpovedi rastlin na
bioticky stres (napadnutie rastliny patogénnou laybo
(http://is.muni.cz/th/150559/prif _b/EVrecnikova.pdf
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2.2.6.5 Fenoly

Fenoly su aromatické alkoholy, ktoré obsahuju -@Hpinu naviazand na aromatickom
jadre. Fenoly a ich derivaty su Siroko rozSireniéopgné latky, ktoré su produkované celou
radou rastlin a ziwdchov, ale iclovekom. Prirodzene sa vyskytuji v mnohych druhoch
potravin a tiez v pridavnych latkach, ktoré davapiravinam farbu, chiua véiu. Do skupiny
fenolov patria latky prirodzene sa vyskytujuce, aldovekom vyrobené zlkeniny. Hoci
obsahuju -OH skupinu rovnako ako alkoholy, maju gpathe odliSné vlastnosti. Su to
bezfarebné kvapaliny, krysStalické latky charaktark®ho zapachu. Na vzduchu sa oxiduju a
sfarbuju sa dohneda. Dobre sa rozpii$ v organickych zkeninach, vo vode malo alebo
vobec. VSetky su zdraviu Skodlivé. &&na je karcinogénna (rakovinotvorna). M6zu tvori
vodikové mostiky, preto maju vysSi bod varu aleliZunby’ rozpustné vo vode. Fenoly su
silnejSie kyseliny ako alkoholy, pretofahko odStepuju proton (kation vodikovy). Kysica
zvySuje pridanim skupin s +M a -l efektom (napr.O2) Ziskavaju sa destilaciou
ciernouhdného dechtu. Maju dezinféké Einky. Su jedovaté a leptavé (http://referaty.

atlas.sk/prirodne-vedy/chemia/50908/fenoly-a-iclhyvma-zivotne-prostredie-a-cloveka)

2.2.6.6 Glykozidy

Saponiny su rastlinné steroiné glykozidy, ktoréimdgtergentné vlastnosti. Niektore
z nich su toxické a pouZzivaju sa v medicine. Digitosa vyskytuje v naprstniku. Jeho
sacharid ma Specificky¢inok na srdcovy sval. Je Rmi jedovaty. Uabain je Specificky
inhibitor sodikovej pumy.

2.2.6.7 Steroidy

V ri8i rastlin sa vyskytuju viaceré alkaloidy nazé&teroidov. V pokoZzke a v &kioch
zemiakov je jedovaty solanidin. Ekdyzén je stergidrormon hmyzu. Viaceré rastliny
produkuju latky s podobnymcinkom. V nadbytku je toxicky. Tieto latky sa v dashch
tvoria najma preto, aby ich ochranili pred Skodcé&MARA, FERENCIK, 1983).

Maceraty a extrakty z mnohych rastlin obsahujientiny s nizkou molekulovou
hmotnosou, ktoré zabrguja rastu huhn vitro. Tieto latky sa nachadzaju dw zdravych,
nenapadnutych rastlinach alebo sa nachadzaju \Vinéast ktoré uz boli napadnuté
(OSBOURN, 1999; VAN ETTEN, 1994; KU, 1995).
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Obsahuju zoskupenie sekundarnych metabolitov, akiersoly, saponiny, kyanogénne
glykozidy, cyklicka hydroxamové kyselina, izoflawaidy, derivaty indolu obsahujlce siru a
mnohé iné. Izoflavonoidy, terpenoidy a polyacetglé fytoalexiny inhibuju rast mnohych
patogénnych a nepatogénnych hab. Okrem fungicidd&inéu pdsobia inhikine aj na rast
niektorych baktérii. Mnohé antimikrobialne &éniny si vo vnutri rastlinnych buniek
lokalizované bd’ v ich biologicky aktivnej forme alebo ako inaktévprekurzory, ktoré sa
aktivuju po napadnuti patogénnom (OSBOURN, 1996).

Kombinéacia rozkinych zlEenin mdéze ma synergicky efekt. Napriklad na patogén
rajciny moze posolsinielen na steroidny glykoalkalowttomatin, ale aj na fytoalexin riSitin
(SULEMAN a kol., 1996).
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2.2.7 Cesty biosyntézy sekundarnych metabolitovrastlinach a faktory

ovplyviiujuce ich produkciu

Sekundarny metabolizmus nadvazuje na primarny robtatus, v iom nama na
metabolizmus uhlika a v mensej miere na metabokzmusika. Vé&ina heterotrofnych
mikroorganizmov vyuZiva glukézu ako zakladny zdrbjika a energie. NieK&o fungalnych
metabolitov je odvodenych priamo od glukézy, aléikuglukézy sa stava pouZitey aj pre
mnohé biosyntetické procesy pri tvorbe intermediatdade energiu uv@ujucich reakcii.
Ak sa intermediaty nepouziju na syntetické&elyy, celkovy vysledok reakého poradia je
oxidacia molekuly gluk6zy na COa vodu s produkciou 38 molekul ATP. Disimilacia
glukézy z&ina jej premenou na triozy Embdenovou-Meyerhofovdtehou alebo
pentozofosfatovym cyklom.

DalSia draha vytvara pentozy, doleZité v biosyntéakleotidov a tetr6zu, ktord moze
reagovéd s fosfoenolpyruvatom a poskytuje kyselinu Sikimowlyselina Sikimova je
intermediatom pre aromatické aminokyseliny a tieZ ppnohé sekundarne metabolity. Trioza
je tiez prekurzor serinu, ktory sa pretid@ena glycin so stratou atdbmu uhlika, a ten vstugdaje
bunkovej hotovosti Cl - zlfenin. Postupnou drdhou uhlika sa tribza prememvej faze na
pyruvat a potom na acetyl-CoA, ktory je najdblgdite samostatnym intermediatom vo
fungalnom sekundarnom metabolizme. Karboxylacioetyd€CoA sa ziskava malonyl-CoA
a linearnou kondenzaciou acetyl-CoA s roznynit@m molekdl malonyl-CoA sa ziskavaju
polyketidy, nafjastejSie su to sekundarne metabolity hab alebon@dstseliny, ktoré mézu
spatne viesk vzniku sekundarnych metabolitov. Aktinomycétysainopné tvoti polyketidy
jednak z acetyl-CoA a malonyl-CoA, ale aj z progieGoA a metylmalonyl-CoA.
Alternativne, kondenzaciou troch molekul acetyl-Ced ziskava kyselina mevalénova ako
kracovy intermediat v biosyntéze terpenoidov. Kondermaacetyl-CoA s oxélacetatom
uhlik pochadzajuci z glukézy vstupuje do cyklu arkoxylovych kyselin a sldzi nielen na
apInu oxidaciu glukdzy, ale tiez ako material ublilgch skeletov niektorych aminokyselin
alebo sekundarnych metabolitov.

Vznik koncovych primarnych a sekundarnych metabwolgi méZeme predstaviak, Zze
existuju rozvetvené metabolické drahy a v nichlp$is¢ medziprodukty, od ktorych jedna
vetva drahy vedie ku koncovému primarnemu metabdaitdruha vetva ku sekundarnemu
metabolitu (http://www.chemicke-listy.cz/docs/fa®98 05 406-414.pdf).
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Obr. ¢.4 Biosyntéza sekundarnych metabolitov v rastlinach
http://www.plantae.sk/carnivorous/info/metabolityoslera.htm
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2.2.7.1 VonkajSie faktory produkcie sekundarnych mebolitov

Rastliny produkuju v prirode sekundarne metabaky obranny mechanizmus na atak
réznymi patogénmi, alebo ako odpdvea stres. Zistilo sa, Ze ako celistvé rastlink, da
rastlinné bunky su schopné reagdvavnakym spdsobom aj v pripade, Ze nie su napadnut
patogénom, ale su len vystaveriinigu uriitych zli¢enim pochadzajlcich z patogéna. Tieto
zltéeniny su zname ako elicitory a su signalom pre bivosekundarnych metabolitov.
Elicitory mézu by biotické (pochadzajuce z patogenov) alebo abiétitazke kovy, sucho a
pod.) a pouzivaju sa na stimulaciu produkcie seatmgth metabolitov a skratenéasu na
dosiahnutie maximalnej koncentracie Zelaného prduMISAWA, 1994; DONG a
ZHONG, 2001).

V pripade, ak stres p6sobi na nepripravenu rastijiwhlo, bezprostredne s prerusenim
rastu, t.j. bez zapojenia reakcii na Urovni orgemizvtedy posSkodenie zavisi od stability vSetkych
Struktdr - od molekularnych, subbunkovych do anatkoymorfologickych.V pripade, ak stres
pdsobi na nepripravenu rastlinu rychlo, bezprostesi preruSenim rastu, poSkodenie zavisi
od stability vSetkych Struktar. V prirode sa v§aktejSie vyskytuje stres postupny - gradujuci,
dlho pdsobiaci s nie vysokou silou, v dennom cykke ¢asto striedajuci s pomerne
priaznivymi obdobiami pre rast, tak vtedy ma zakkastyznam stabilita (odoIng}s funkcii a
adapténé procesy realizujuce sa najméa cestou rastumas8ires mozno charakterizavako
zavisli premenna reakciu organizmu habovd’né pdsobenie okolitého prostredia. Pod
stresom mozno rozumievSeobecnl adaptial reakciu organizmu na vznikajuce narusenie
homeostazy, vSeobecnd neSpecificki hormondlnu iwakbiologického systému
v podmienkach ohrozujucich naruSenie homeostazyrejme, Ze tento furtkly stav vznika
v dosledku negativneho pdsobenia faktorov na jahkdie a procesy (LICHTENTHALER et
al., 1996).

Stres sa vo fyzioldgii a ekofyziologii rastlin vzdypaja s pdsobenim nepriaznivych
faktorov prostredia, ptom sa diskutuje o strese Paldiska druhu limitujiceho faktoraiZtty
a intenzity pdsobenia, percepcie a transdukcieafigrmechanizmu vzniku stresu a jeho
dopadu na procesy a funkcie organizmu. Stres jepk®mnesSpecifickych biochemickych a
fyziologickych reakcii organizmu alebo odpdvena pbsobenie extrémneho podrazdenia
r6znej povahy (nadbytok alebo nedostatok faktonmspedia, zmeny vzdjomného pdsobenia
medzi subjektom a jeho prostredim,dat Biologicky zmysel stresovej reakcie je

v mobilizacii tych Struktar funknych systémov, ktoré zabezp@l realizaciu a formovanie
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efektivnej odpovede a Vby optimalneho variantu integralnej reakcie (HA2001; JENKS,
HASEGAWA, 2005; BRESTI, OLSOVSKA, 2001).

sekundarny stres

zasolenie L
osmoticky stres

oxidativny stres

porusenie osmotickej
a ibnovej homeostazy;
poskodenie funknych
a Strukturalnych
proteinov a membran

— T

osmosenzor, enzymy Stiepiace fosfolipidy

a sekundarne messengery (vratane &5 PtdOH,
ROS) MAP kinazy, C&* senzory (SOS3),

proteinové kinazy zavislé od C& (CDPKs)

percepcia

transkrip éna kontrola
i fakton

transkipcné

detoxifikacia funkcia Saperénov (Hsp,
SOD, PX) SP1, LEA, COR)

( o
mechanizmy | — (4GSR
osmoprotekcia 4 ohyb vody a i6nov

p
(prolin, GlyBet) (akvaporiny)

Obnova bunkovej rovnovéahy, Strukturélna a funkéna
ochrana proteinov a membran

tolerancia alebo rezistencia k stresu

Obr. ¢.5 Schéma &inku abiotickych stresov v rastlinach na génovejlekularnej az
metabolickej Urovni a ich ¥ah k funknej integrite rastlinného organizmu
(http://limages.google.sk/imgres?imgurl=http://kekstience.upjs.sk/ekologia )
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Sekundarne metabolity a z nich najma alkaloidy skastlinach zvyajne viazané na
organické kyseliny, ako na kyselinte§d’ovd, jabEnu, citronovd, vinnu, mekénovu, chinovd
a iné. ZriedkavejSie sa vyskytuju re. Obsah alkaloidov v rastline koliSe. Zavisi od
veget&ného obdobia, kvality a pH pody, vihkosti, obsahusilatych latok a inych
podmienok. Rastlina pestovana v roémfich ¢astiach sveta nemusi obsahbvavnaké
mnozstvo alkaloidov (PASTYRIK, 1979).

Expresiu metabolickych drah mnohych sekundarnychabaoditov je moznélahko
zment’ pomocou vonkajSich faktorov ako su napr. mnozgtvin, stresové faktory, svetlo a
rastové regulatory. \fa zakladnych zloZiek Zivnych médii pre rastlinnékmvé kultdry je
doélezitym ukazovat®m rastu a akumulacie sekundarnych metabolitov AMVA, 1994).

Okrem chemickych faktorov maju na odpdveastlinnych buniek vn vitro kulttre
velky vplyv aj fyzikalne vlastnosti kultivaného prostredia, napr. intenzita osvetlenia, teplot
pH Zivného média a koncentracia kyslika v tekut¥ieinych médiach.

Osvetlenie:vplyva najma na akumulaciu farebnych sekundarnyatabolitov, akymi su
antokyany a pigmenty (SEITZ, HINDERER, 1988), aléze ovplyvni aj zloZenie inych
zltéenin v kalusovych kultirach, napr. seskviterpénovinv vitro kultire Marticaria
chamomilla (MULDER, KRIEGER a kol., 1988).

Teplota: Standardna teplota pouzivana na indukciu kalusoyéétiva a rastu kultivovanych
bunicek v in vitro je v rozmedzi 17-25°C, ale kazdému rastlinnéminamméze vyhovoua
ina teplota (PIERIK, 1997).

Primerané pHobyajne sa upravuje v rozmedzi 5-6 pred autoklavovai@VAC, 1995;
PIERIK, 1997).
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2.2.7.2 Vnutorné faktory produkcie sekundarnych metbolitov rastlin

Na zvySenie produkcie sekundarnych metabolitov mgateva’ mnozstvo sacharidov.
Rastlinné bunkové kultiry obgjne rastu heterotrofne, pom ako zdroj uhlika vyuZzivaju
jednoduché sacharidy. Mnozstvo sacharézy pésobproduktivitu kultir akumulujucich
sekundarne metabolity. Zistilo sa, Ze osmotickgsstzapineny samotnou sachar6zeu
inymi osmotickymicinitel’'mi reguluje produkciu antokyaninov (DONG a ZHON®GQ?2).

DalSou moZzna®u zvySenia produkcie sekundarnych metabolitov jenipulacia
mnoZstva nitratov v Zivnom médiu. Zistilo sa, Zen&entracie dusika pésobia na mnozstvo
proteinovych a aminokyselinovych produktov v bunjav suspenznych kultdrach
(RAJASEKARAN a kol, 1991).

Na vytaznos bunkovych suspenznych kultdr ma vplyv aj mnozgosjatov. Udava sa
napr., ze vysSSie mnozstva fosfatov podporuju rasidk, prcom maju negativnydinok na
tvorbu sekundarnych metabolitov (HAGIMORI a kol98P).

Dalsim spbésobom zvy3enia produkcie sekundarnych bolittav je pridavok
prekurzorov do kultivénych médii. Pouzivanie prekurzorov je popularnigtpp, ktory sa
pouziva za &elom zvySovania produkcie sekundarnych metabolifbé&to koncepcia je
zalozend na tom, Ze kazda &ddina, ktord je medziproduktom v alebo naiaku
biosyntetickej drahy sekundarneho metabolitu saast@obrym prostriedkom na zvysenie
vytazku konéného produktu (ROMAGNOLI a KNORR, 1988; YUAN a kd001).

Velky vplyv na proliferaciu buniek in vitro kultdre a tym aj na wWaznos$ bunkovych
suspenznych kultdr maju rastové regulatory. Pridaastového regulatora do Zivného média
je casto Kucovym faktorom v akumulacii sekundarnych metabolitdyp a koncentracia
auxinov alebo cytokininov alebo ich vzajomny pomedze dramaticky zmetirastové
charakteristiky kultir a akumuldciu produktu v kedvanych rastlinnych bunkach
(MISAWA, 1994; RAO a RAVISHANKAR, 2002).

Rastové regulatory sa vyskytuja prirodzene v nagstdm organizme. Podigju sa na
regulovani procesov rastu a vyvinu, diferencia@generacii, organogenéze a zasahuju do
vzajomného pb6sobenia vSetkydtasti a organov Zzivej rastliny, ktoré sa adra ako
korelacia. Okrem nativnych rastovych latok su dhkedispozicii aj umelé, synteticky
pripravené regulatory. V oboch pripadoch i¢imak zavisi od fyziologickej koncentracie. Ich
posobenie mdze Byaj stimul&né aj inhibéné a potla toho delime rastové regulatory na
stimulatory a inhibitory. K rastovym latkam, ktomdaju vo fyziologickom mnoZstve
stimulany inok patria cytokininy, auxiny a gibereliny (KUTINA988).
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Medzi rastové latky zaréujeme:

1. Cytokininy:kinetin (KIN) bol prvy raz objaveny v kvasinkachked’Zze zapwdinoval
delenie buniek, bol nazvany dadgréckeho "kinesis” — pohyb. Po chemickej strjeki 6-
furfurylaminopurin. Onedlho potom boli nasyntetiaoe zl@eniny podobnych dinkov na
delenie bunky a boli spalae nazvané cytokininy. Podporuju delenie acZgéianie buniek.
Pbsobia aj na zakladanie a rast kore nizke davky stimutame a vySSie davky inhiéme.
Stimuluju aj zakladanie gikov. V prirode od’aluju nastup dormancie stromov, spduja
Zltnutie listov a tym predIzuja ich funkciu. V piedvych kultdrach zvySuju mitotickd aktivitu
(PASTYRIK, 1979).

Stimuluju syntézu RNA a bielkovin ako aj transpaakumuldciu a zadrZiavanie
metabolitov v pletivach a organoch, transport fosf@ auxinu. Mechanizmusciaku
cytokininov je v ich inkorporéacii do &itych typov molekal tRNAgZIim ovplyviuju translaciu
(KUTINA, 1988).

6-benzylaminopurin (BAP) v porovnani s kinetindasto vykazuje vy3Siu efektivitu v
rastlinnych bunkovych kultarach. Je to syntetickfokinin, ktory sa viémi ¢asto pouziva v
in vitro kultdre na indukciu tvorby mnohonasobnych vyhonkd®ridavok vysSich
koncentracii BAP do Zivnych médii v kombinacii sS8imi koncentraciami auxinov vedie k
zvySenej tvorbe kalusového pletiva z buniek okelmgch ran explantatov (PIERIK, 1997).

2. Auxiny: z auxinov sa na&astejSie v in vitro kultire pouzivaju kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselinanaftyloctova (NAA) a kyseling-indolyloctova
(IAA). 2,4-dichlérfenoxyoctova kyselina (2,4-D) gynteticky auxin vigmi ¢asto pouzivany
vin vitro kultdre najmé na indukciu tzv. embryogénnych kalusPre gely zakladania
kalusovych a bunkovych suspenznych kultugasto pouzivaju vysSie koncentracie 2,4-D v
kombinacii s vysokymi koncentraciami cytokininowin®ulacny efekt 2,4-D bol v bunkovej
suspenznej kultare zisteny pri biosyntéze karotmov bunkach mrkvy (MOK, 1976), a pri
produkcii antokyanov v kalusovych kultarach Oxali;mearis (MEYER a VAN
STADEN, 1997). V niektorych pripadoch vSak bol mapiy inhibény vplyv 2,4-D na
produkcii sekundarnych metabolitov v bunkovych smgmych kultirach (RAO a
RAVISHANKAR, 2002). V takychto pripadoch je potrebi2,4-D nahradiinym auxinom
napr. NAA alebo IAA. Kyselinai-naftyloctova (NAA) je synteticky auxin (auxinoigtriaci
do skupiny a- arylalkylkarboxylovych kyselin. Je to Kmai stabilna latka slabo rozpustna vo
vode, lepSie rozpustna v teplej vode alebo v digladle, ¢i benzéne a kyseline octovej. V
zahradnictve je NAAcasto pritomna v preparatoch, ktoré pésobia protimammemu
oplodneniu a u oplodnenych kvetowiaisemena (KUTINA, 1988).
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V in vitro kultire sa NAA pouZzivdasto ako pridavok do zakawevacich zivnych médii
alebo v nizkej koncentracii v kombinécii s vySSkancentraciami BAP stimuluje adventivnu
organogenezu z explantatov neobsahujucich merisigm@aletivi (PIERIK, 1997).

Pri produkcii sekundarnych metabolitov sa pridawazivnych médii tam, kde sa fige
inhibicny vplyv 2,4-D na produkciu sekundarnych metabuglitmapr. pri produkcii
antokyanov v suspenznej kultiBaucus carota(RAJENDRAN a kol., 1992), nikotinu v
suspenznej kulturslicotina tabacun{SAHAI, SHULER, 1984) alebo Sikoninu v suspenznej
kultareLithospermum erythorysu(MABATA, FUJITA, 1985).

Kyselinay-indolyloctova (IAA) je nativny auxin. Tato rastoldtka poévodne ozrana
ako "heteroauxin” uz v malych davkach stimulujediitevanie rastovych buniek a vplyva na
rastové procesy rastlin. Primarnym prekurzorom oittzy IAA je tryptofan,
medziproduktom jep-indolylacetaldehyd. NajvysSSie koncentracie IAA strastovych
vrcholoch stoniek a kot®v, vo vrchole koleoptily, v ptikoch a v rastucich vrcholoch listov
(PASTYRIK, 1979).

3.Gibereliny:su rovnako ako auxiny nativne rastove latky. Raykpat bol krystalicky
giberelin izolovany roku 1938. Doteraz sa chemiidentifikovalo viac ako 34 giberelinov.

Ozna&uju sa G1 — G34 a maju roznu fyziologicktinnog’ (PIERIK, 1997).
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2.3 ALKALOIDY

Alkaloidy su dusikaté latky rastlinného pévodu. uge spravidla viazany v kruhu,
takZze ich mozno zaratimedzi derivaty heterocyklickych ziénin. Maju zlozita Struktiru a
viaceré z nich mozno povaZzavaa derivaty aminokyselin.

Charakteristickym znakom alkaloidov je ich silnyziglogicky &inok na vySSie
Zivocichy a preto sa oddavna pouzivaju akocili@ a omamné drogy. Pri vysSich
koncentraciach posobia ako jedy.

V rastlindch s&asto vyskytuje stasne v niekiko rozlicnych alkaloidov (napr. v kére
chininovnika je vySe 20 r6znych alkaloidov). V hasich sa bezne vyskytuju v stotinach az
desatinach percente, ale niektoré ich obsahuju Ma¢ percent, napr. tabak a kora
chininovnika. Vyskytuju sa v roZhych ¢astiach rastlin a ich mnoZstvo sa menigsorastu
rastlin. (ONDRUS, 1983).

2.3.1 Vyuzitie alkaloidov v humannej medicine a fanaceutizme

Pri liecbe sa vyuzivali rdzne druhy tieych rastlin, ktoré su dgené podla typu drog:
A. Kvetové drogy: Articoka bodliakovita (Cynara cardunculus) Divozel vekokvety

(Versascum thapsiformdyatelina l&na (Trifolium pratense) Chmé ot&avy (Humulus
lupulus), IbiS lekarsky (Althaea officinalis), Nechtik lekarsky(Calendula officinalis),
Rumartek pravy kamilkovy(Matricaria recutita), SInenica ra&na(Helianthus annus).

B. Viiarové drogy Bazalka prava(Ocimum basilicum) Borovica horska - kosodrevina

(Pinus mugo turra ssp. Mushyusjucoriedka obwajna (Vaccinium mirtillus) Cakanka
obycajna (Cichorium intybus),Jmelo biele(Viscum album)Jahoda obyajna (Fragaria
vesca) Kopor vaiavy (Anethum graveolenslevandiia lekarskgLavandula officinalis),
Lurkovec zlomocny(Atropa bella — donna)Majoran zahradnyMajorana hortensis)
Duska materina - tymiar{Thymus vulgaris)Mata pieporn{Mentha piperita) Medovka
lekarska (Melissa officinalis) Palina dréia — obyajna - prava — estragoffrtemisia
dracunculus — vulgaris — assinthiunBetrzlen zahradnyPetroselinum hortensgRepik
lekarsky(Agrimonia eupatoria)Salvia lekarskgSalvia officinalis).

C. Listové drogy:IbiS lekarsky (Althaea officinalis) Jahoda olyajna (Fragaria vesca)
LCurkovec zlomocny(Atropa bella — donna)Mata kierava(Mentha crista) Naprstnik
cerveny(Digitalis purpurea) Orech vlaSskyJuglans regia) Repik lekarskyAgrimonia
eupatoria) RibeZa cierna (Ribes nigrum),Skorocel kopijovity(Plantago lanceolatg)

Zeler vaiavy (Apium graveolens).
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D. Koreiiové drogy: Archangelika lekarska(Angelika archangelika) Chren dedinsky

(Armoracia rusticana) IbiS lekarsky(Althaea officinalis) Ihlica ttnistd(Ononis spinosa)
Lopuch v&Si (Arctium lappa) Lurkovec zlomocny(Artropa bella — donng)Petrzlen
zahradny(Petroselinum hortenseXeler vaiavy (Apium graveolens).

E. Plodové a semenné drogyazua obyajna(Phaseolus vulgaris)Horica biela(Sinapis

alba), Jahoda ohsajna (Fragaria vesca) Kapusta (hatica) ¢ierna (Brassica nigra)
Képor vaiavy (Anethum graveolengslian siaty(Linum usitassimumMak siaty(Papaver
somniferum)Paprika réna (Capsicum annumy} koreninova, Rascadaa (Carum carvi),
RibeZ’acierna(Ribes nigrum)RuZza Sipov@§Rosa canina)

F. Kbéra + drevo: Borievka obyajna (Juniperus communis} drevo, Dub letny{Quercus

robur) — kéra, KruSina jelSovéFrangula alnus)- kora, \tba biela(Salix alba)— koéra
(vyroba salicinu), Lieska obgjna(Corylus avelana)- kéra, Pagastan konskgesculus
hippocastanumy- kéra, Puzgierka islendskdCetraria islandica)- stig’ky liSajnika.

G. Stopky listov:LCulok sladkohorsky, Vi§a obyajna (Cerasus vulgris)Ceredia vt&ia

(Chausus avium).

Rozdelenie drog pdd Ucinku:

1. ACIDA (ANACIDA): latky zvy3ujlce (znizujlice) kysst Zalid@nych Stiav,
ADSORBENS: viaZzu na povrch cudzie latky (napro&sne uhlie),
ADSTRINGENCIA: zvieravé,tahujlce prostriedky,

AFRODIZIAKA: zvy3uju pohlavnu aktivitu,

AMARA: horké latky, podporujl vykovanie Stiav, podporna funkciaeme a anika,

o bk~ 0N

proti malokrvnosti (hatiny) - amra pura (¢isté hotiny), amra aromatica(vonavé s
éterickymi olejmi),amra adstringentigzvierave s trieslovinamigmra mucilaginosgso
slizmi),
ANAFRODIZIAKA: znizuja, otupujd pohlavny pud,

7. ANALGETIKA: timia vzruchy (bolesti),

8. ANALEPTIKA: povzbudzuju krvny obeh, dychanianaleptika centralne (pésobia na
CNS), analeptika periférne (poésobia na cievy - aglia...), analeptika antidepresivne,

9. ANESTETIKA: sp6sobuju znecitlivenie - anestétikkalne (miestne znecitlivenie),
anestetika celkové (bezvedomie, narkdza),

10. ANTACIDA: znizenie kyslosti Zaludaych Stiav,

11. ANTIHELMINIKA: proti ¢revnym parazitom,

12. ANTIASTMATIKA: uvoliovanie kcovitych g'ahov pri astme, pouziva sa tiez termin

bronchodilatancig,
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.

ANTIBIOTIKA: produkty plesni, proti zapalom,
ANTIDIABETIKA: proti cukrovke,
ANTIDIAROIKA: proti hnatke,
ANTIDYSMENOROIKA: tprava bolestivej menstruagcie
ANTIEPILEPTIKA: proti epilepsii — antikonvulzéy
ANTIIFLOGISTIKA: zmiemiuju vnatorné zapaly,
ANTITUBERKYLOTIKA: pri lie¢be TBC,

ANTIHEMOROIDALIA: pri lie¢be hemoroidov (zlata Zila),
ANTIHIDROTIKA: obmedzenie sekrécie potu (pridmaernom poten),

ANTIHISTAMIKA: proti alergii,
ANTIKOAGULANCIA: znizuji krvnt zrazanlivag

ANTIMENORAGIKA: miernia krvacanie pri silnej métruécii,

ANTINEURALGIKA: proti zapalom nervov,
ANTIPYRETIKA: proti zvy3enej telesnej teplote,
ANTIREUMATIKA: proti reume,

ANTISEPTIKA: nkia choroboplodné zarodky,

ANTISKLEROTIKA: proti vapenateniu tepien (napesnak),

ANTITROMBOTIKA: pri znizenom zrazani krvi,
ANTITUSIKA: zmiernenie kd#,

AROMATIKA: voriavé latky, vaiavé korigens,
PSYCHOLEPTIKA: lieky na pokojny stav mysle,
BALNEOLOGIKA: do osviezujtcich kagev,
PSYCHOSTIMULANCIA: zvy3uju dudevniulos,
HEMOKATARITIKA: ako metabolitika, latkova prema,
DERIVANCIA: drazdia kozu,

DEZINFICIENCIA: dezinfekné prostriedky,
DEZODORANCIA: proti zapachu,
DERMATOLOGIKA: pri chorobach koze,
DIAFORETIKA: potopudné prostriedky,
DIURETIKA: pre vyli&ovanie méu oblickami,
EMENAGOGA: Giprava nepravidelnej menstruécie,
EMETIKA: spdsobuiju vracanie,

EMOLIENCIA: zmakujuce latky,
EXPEKTORANCIA: wahiuju odkaSliavanie,
GARGARIZMA: kloktadla,
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48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.

57
58

59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.

GYNEKOLOGIKA: pri Zenskych chorobéch,
HEMOKATARTIKA: pregistuju krv,

HEMOSTYPTIKA: zmietiuju krvacanie,

HYPNOTIKA: uspavacie prostriedky,
CHEMOTERAPEUTIKA: syntetické latky proti inféké,
HYPNOTIKA: znizuje krvny tlak,

CHOLAGOGA: podporuja tvorbu &,

INSEKTICIDY: nigenie hmyzu,

KARDIAKA: srdcové lieky:

- kardoistimulancia

- kardiotonika

- kardiosedativa,

KARMINATIVA: proti nadavaniu,

KONSPERGENCIA: proti zliepavosti tabliet,
KORIGENCIA: latky upravuijlce cliuvénu, farbu,
LAKTAGOGA: podporuji vyldovanie mlieka,
LAXANCIA: preh&adla,

METABOLIKA: regulujd latkova premenu,
MUCILAGINOZA: slizotvorné, protizapalové,

NERVINA: ovplywviuji nervovi sustavu,
OFTALMOLOGIKA: lieky pri atnych chorobéch,
PARASYMPATIKOLYTIKA: uvoliuju ki¢e hladkého svalstva,
PROFYLAKTIKA: ochranné latky, prostriedky, peswtivne,
NEUROTONIKA, TONIKA: latky podiiujlce organizmus,
RUBEFICIENCIA: spdsobujiervenanie koze,
SEDATIVA: timiaci &inok na nervovu sdstavu,
STOMACHIKA: upravujinnog’ zaltdka,
STOMATOLOGIKA: pri liggbe zubov,
SYMPATIKOLYTIKA: timia Gginky Gtrobného nervstva,
UROLOGIKA: choroby méovych ciest,

VAZODILANCIA: latky rozsirujiice cievy,
VITAMINIFERUM: zdroj vitaminov,

UTEROTONIKA: zosihuju £ahy maternice, proti krvacaniu

(http://referaty.atlas.sk/prirodne_vedy/chemia/62page=1).
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2.3.2 Preo rastliny tvoria alkaloidy?

Je dokazané, Ze rastliny medzi sebou komunikujgj dekazu prejavisympatiu alebo
antipatiu. Vo vé&Sine pripadov je to snaha o zachovanie druhu. bliékdruhy rastlin sa
navzajom znasaju, vzajomne podporuju, iné si nadgaklia. Sympatia alebo antipatia sa
v rastlinnej riSi odborne nazyva alelopatia. Ragtlvylucuju do svojho okolia niektoré
Specifické latky, ktoré su produktom ich metaboliznTieto vyliekky mdzu na inu rastlinu
pdsobi’ priaznivo alebo nepriaznivo. M6zu tbyricinou opadavania listov, kvetov, m6zu
urych’ova’ dozrievanie alebo hahklicenie (WINK, 1999; PASTYRIK, 1979).

Alelopatiu zv&Sa zapuinuje etylén, ktory vylduja zrelé plody, z ndSho ovocia hrusky
a jablkéa, z cudzieho bananyEMEC, PASTYRIK, 1963).

Aj korene modZzu vyltova’ latky Skodlivé pre iné rastliny. V niektorych
po’nohospodarskych oblastiach vychodnej Azie sadsmale vaiavy (Allium odorum)do
riadkov striedavo s riadkami hlavkovej kapustyfm chrania jej korene pred hnilobou
a chorobami. Intenzivny rast buriny pyAgropyrum) jeho premnoZovanie adeinie okolitej
vegetacie sdiasta:ne pripisuje aj tomu, Ze jeho korene wjii do pddy fyténcidné dinné
exkréty. Vlassky orech produkuje v zelenych Supkswbjich plodov tanin, chemicku latku,
ktora pésobi ako posol. Tanin je (itej koncentracii préudi neSkodna latka, zamje vSak
dobra ochranu opadanych plodov. Prirodzene zhogggime podmienky na Kinie semien
inych druhov rastlin. Tie potom Ela len vémi tazko. VlaSsky orech sa touto obdivuhodnou
vlastnosou stara o to, aby vytvorilo najlepSie podmienky na rozmnoZzovanie gkl iba
svojim potomkom, kkiky inych druhov rastlin s decimované. UdrZiavastsinoviste bez
nezelanych rastlin, burin ainych stromov. Tuto aseixhranu mézeme ozné ako
starostlivog o potomstvo.

K aleopatii mdZzeme priratliaj telemorfiu, t. j. Ukaz, Ze za normélneho vyvindzu na
seba morfogénne posdbiasti jednej rastliny alebo samostatné jedince tisheého druhu
zltéeninami, vyl@dovanymi do plynného alebo tekutého prostredia. mekiu mézeme
najlepSie sledovau Mucorieneae, ato pri heterotalickych druhoclgrk maju sawie
a samiie mycelia. NeliSia sa od seba morfologicky. Zygatyikaju len vtedy, k& sa stretnu
hyfy santieho a santieho pohlavia. Satie rastliny vyli&uju latky, ktoré sa Siria vzduchom,
vodou, agarom a zaprhuji, ze sandie hyfy tvoria vémi napadné zygofory (EMEC,
PASTYRIK, 1963).

DalSou z pdin, preo sa v rastlinach syntetizuji alkaloidy, je aj m@#tiamus.
Parazitizmus je wah medzi organizmami, v ktorom prizivnik (parazijobera hostit®vi

Zivné substancie bez toho, aby mu poskytol nejakipk. Hostit¢ sa posSkodzuje, slabne a je
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az usmrteny. Paraziisto haustoriami vnika do tela hodtagvylwuje toxiny a odobera mu
latky potrebné pre svoje Zivotné procesy. Rastlgay prirodzenou cestou brania proti
prenikaniu parazita do ich tela. Uil im to rozlgné latky, ako kutin, subertin, kyselina
kremkita, triesloviny, jedovaté latky, kyseliny a po@MIHRA a kol., 1989).

LCudia si napriklad odjakziva kladli otazku, goeniektoré huby obsahuju jedy. Krei
¢asto to pripisovali zlym umyslom nejakej vySSej in(iabla, bosoriekg¢arodejnikov). A
odjakziva ffadeli na huby s podozrenim, ajdkéo ¢asto bol ich jediny zdroj potravy a mnohé
pouzivali aj vludovom li€itel'stve. Préo su teda huby jedovaté? Huby nie su jedovaté nam
napriek ani za trest. Rastli davno pedolvekom a nech ich jedy sluzili makol'vek, s nami to
vel'mi nesuviselo. Nevieme celkom presne ¢praiektoré druhy hab tvoria tie ki zlozité
molekuly bielkovin, ktoré ndSmu organizmu tak neise Poda niektorych tedrii sa takto
huby brania pred zivwachmi, ktoré ich ohryzaja, to vSak nemusf'lpyavda, pretoze hmyzu a
slimakom mnohé z tychto jedov nesSkodia. Roohych tedrii huby vyléuja jedovaté latky do
svojho okolia, aby sa zbavili konkurentov v podejnma baktérii a inych hab. A ptal
d’alSich tedrii su toxiny hab jednoducho ¥&8imi produktmi ich metabolizmu, mozno su to
odpadové latky. Iba v poslednych rokoch veddiirau zigova’, Ze podobne ako jedy
niektorych rastlin aj jedy hub mézu tbydrojom cennych li@v. Preto by huby, aj tie
jedovaté, namiesto strachu a odporu mali vzbudzekar nas obdiv a zaujem.

Rastliny produkuju signélne latky ako vystrahu ppelodzenymi nepriatani. Stromy
s poSkodenym listim po napadnuti hmyzom alebo almiyg zverou davaju pomocou
chemickych signalnych latok, ktoré dwwoju do vzduchu, podnet, aby ostatné stromy v ich
okoli zatali produkovd zodpovedajuce obranné latky (AGRIOS et al., 2005).

Ekologovia a chemici z univerzity v Seattle v arokom State Washington skamali
lesy, o ktorych bolo zname, Ze ich priblizne kaZdydesd rokov Skodce takmer Uplne
obZrali. Vyskumnici zistili, Ze obrovské mnoZzstudyzu zamierili na nesgetné mnozstvo
briez a wb, na ktorych spésobili holoZer. Aj KeeSte rozsiahle zdravé porasty so zdravym
listim ,¢akali* na hmyz, ZiadnealSie stromy uZ neboli napadnui#alej bolo pozoruhodné,
Ze tento Zravy hmyz po masivnych utokoch postupmeilh- pravdepodobne hladom — ale
v prirodzenych intervaloch desiatich rokov sa znpwemnozil.Co sa v tychto lesoch dialo?
Vysledky laboratérnych pokusov ukazali, Ze strongy sspeSne branili pred hmyzom.
Pozmenili chemické zloZenie svojich listov ndo, Ze sa ich vyZivha hodnota zniZila
a zmenila sa aj ich ckiuStromy boli dokonca schopné zmihielkovinoveé zloZenie svojich
listov. Takymto spésobom sa dokazali zlfakiavych nepriaf®v. Tento trik na zachovanie
Zivota je zndmy aj uvieho bbébu. Produkuje jedovaté latky, ktor&inkuju nielen proti

voSkam, ale dokonca znizuju aj spasanie ovcamearko
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ESte udivujucejSi bol vysledok projektu, v ktoronasadili na vyskumné stromy
hdsenice vyniméne Zravého druhu. Stromy aj v tomto pripade dosidel ich listie bolo
nestraviténé a malo vyzivné. K& aj stromy kontrolnej skupiny, ktoré nejaky Skodca
nenapadol, pozmenili chemické zloZenie svojhodjstedci predpokladali, Ze informacia sa
Sirila dotykajucimi sa korani. Ked’ vSak rovnako reagovali aj stromy vo vzdialeno$i0 1
metrov, ubezp#li sa, Ze signaly museli Wwyslané pomocou véni vzdusSnou cestou, aby tak
varovali iné stromy. Ako posika takto identifikovali rastlinny hormon, plyn eéyl. Rastliny
sa teda prirodzene brania ajcvdivocichom. Zvierata dobre vediap je pre ne dobré ako
potrava,éo im pomoZze prekomazdravotné problémyio poslizi ako prevencia a tiefgmu
je treba sa vyhnt(v&Sinou ide o instinktivne chovanie, zIU c¢halebo zapach stravy). Aj
napriek tomu sa pravidelne vyskytuju otravy zviejadovatymi rastlinami. Existuje
mnoZzstvo rastlin bez akychlkeek pochybnosti toxickych pre zvierata. Asi niepmrebneée
pochybové o jedovatosti tisu pre kone, Reboli tieto nftve zvieratd najdené esSte s tisovou
vetvou v hube kusok od rastliny. Akatne otravy ratebyvajucastejSie na 2@atku pastevnej
sezony a u mladSich kusov. d8& nebezpgnstvo otravy hrozi u vyhladovanych zvierat a pri
pastve na novom mieste s menej znamymi druhmimagttevazne v malochove sa stava, ze

akutnu otravu spdsobi spasanie rastlin okrasnyokppych, a lesnych (NOVAK, 2007).
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2.3.3 Klasifikacia alkaloidov

Alkaloidy su organické dusikaté zasady, ktoré saridv v niektorych rastlinach
avyzn&uju sa Specifickymi fyziologickymi,casto toxickymi &inkami pre Ziv@ichov
acloveka (WINK, 1999; PASTYRIK, 1979).

Alkaloidy nie su produktmi priamej hydrolyzy biekim, vo v&Sine pripadov maju
zlozitu Struktaru a vyzraja sa silnymi fyziologickymi dinkami. V rastlinnom, pripadne v
ZivociSnom organizme sa nachadzaju v hotovej formesi.jproduktmi zivotnych procesov
tychto organizmov. Vyskytuju sa v réznych druhosimalujdcich rastlin, zvé&a vo vysSich
krytosemennych rastlinach, jednaklych ale najma v dvojkihych, v c¢eladiach
Amaryllidaceae, Apocynaceae, Berberidaceae, Buxace&actaceae, Celastraceae,
Fabaceae, Fumariaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, iddjemmaceae, Papaveraceae,
Rubiaceae, Rutaceae, Solanacedgnimocne boli zistené v rastlinach nahosemennych, v
hubach, prastkach a plaviioch.

Z chemického radiska su alkaloidy okrem nepatrnych vynimiek latugé (tekuty je
koniin, nikotin, spartein) a bezfarebné (ZIty jebeein). Bazy su opticky aktivne (neaktivny
je papaverin), a to prevaziiavotaive (pravot@ivy je cinchonin). Alkaloidy ako zasady
tvoria s kyselinami kryStalické soli (sirany, chtty), ktoré su rozpustné vo vode. preto sa v
praxi viac pouZzivaju nez Voé zasady, ktoré su vo vodazko rozpustné alebo Uplne
nerozpustné. Zasady sa vSak roZpjis v organickych rozptiadlach. Ziskavaju sa izolaciou
z rastlinného materidlu. Niektoré boli pripravengtsticky. Takmer vSetky alkaloidy sa
zrazaju rozkknymi ¢inidlami z roztokov svojich soli, napriklad Majesoa cinidlom,
kyselinou fosfomolybdénovou, roztokom taninu, ciidlom ortutnatym, kyselinou pikrovou a
pod. Kvalitativne sa duju charakteristickymi farebnymi reakciami.

Alkaloidy rozdé’'ujeme najastejSie poth heterocyklu, ktori tvori zaklad ich Struktirypna
na alkaloidy s cyklom pyridinu (nikotin, konin, pijin), s cyklom chinolinu alebo
izochynolinu (chinin, papaverin, morfin, kodeid.gt s cyklom indolu (strychnin, ergotamin)

(http://www.gymisbj.sk/texts/web_chemia/downloakl#bidy.doc).
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Obr. ¢.6 Plodl'urkovca zlomocného - jedovata bdu
(Atropa bella-donna L.)

Obr. &.7 Fialka vaiava

(Viola odorata)

47



Obr. ¢. 8 Kvet durmanu ob§ajného Obr. ¢. 9Bazacierna

(Datura stramonium) Sambucus nigna

Obr. &. 10Kvet lykovca jedovatého Obr. ¢.11Kvet konvalinky vdiavej

(Daphne mezereum Convallaria majalig (http://www.byliny.sk/)
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Rozdelenie alkaloidov pdal Struktary:
Fenyletylaminova skupindo tejto skupiny patri mnoho znamych &ain, izolovanych z

prirodného materialu alebo ziskanych syntetickygrneEfedrin GoH1s0ON sa vyskytuje v
tropickom kre Ephedra vulgaris)z ktorej bol aj prvy raz izolovany. Z chemickéhitadiska
je efedrin 1-fenyl-2-metylamino-1-propanol. Jehozifjogickd &innog je podobna
adrenalinu, t.j. zvySuje krvny tlak, drdzdivo pdsola nervovy systém. Efedrin sa vyraba

synteticky. PouZiva sa ako sympatomimetikum, atitiedikum a v énom lekarstve.

Fenantrénova skupin®o tejto skupiny zarujeme alkaloidy z 6pia ziskaného z vysuSenej

Stavy nezrelych makovic maku. Morfin bol izolovanyogkvy alkaloid. Mélo rozpustny vo
vode v éteri, octane etylovom a v benzéne. Morfjeha soli su toxické. Jeholse HCI ma
rozsiahle pouZzitie v lekarstve. Pouziva sa akoaotdaum, respektive sedativum. Je navykovy,
vo v&Sich davkach mbze zapnit smrt (http://referaty.hladas.sk/referat.php/-

alkaloidy/14/1142).

HO

Obr. &.12 Struktdrny vzorec morfinu
(http://www.bristol.ac.uk/Depts/Chemistry/MOTM/tdkaxol.htm)

Imidazolinova skupinaNajdélezitejSi alkaloid tejto skupiny je pilokanpinachadzajuci sa v

rastline Pilokarpus Jaborandy)pouZiva sa v@aom lekarstve. ZniZzuje vnatorny tlak oka a

zuzuje zreniky.
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Pyrolidinova skupinaSem patria alkaloidy, ktoré obsahuju pyrolidingagro napr. Hygrin,

Gramin. Pyridinovd a pyrolidin-pyridinova skupindedzi najzndmejSie alkaloidy tejto
skupiny patria koniin, lobelin, piperin a nikotitikotin CoH14N» . Alkaloid s heterocyklicky
viazanym dusikom 3-(1-metyl-2-pyrolidinyl) pyrididde najznamejSi a najviac rozSireny
alkaloid tabaku. Vyskytuje sa v listoch a semenébaku stasne s inymi pribuznymi
latkami. Nikotin je prudky jed. V malych davkachysuje krvny tlak a povzbudzujgnnos’
nervovom systéme, zapiuje poruchy dychania a ochrnutie srdcovnosti. Pyrolidin -
piperidinova skupina. Do tejto skupiny patri mnohwmamych zldenin napr.: atropin,

skopolamin, kokain dt Atropin G7H23NO3 — alkaloid s heterocyklicky viazanym dusikom.

Chinolinové a izochinolinova skupindajznamejsi alkaloid s chinolinovym kruhom je ¢hin

Co0H24N20,. Nachadza sa v kére subtropickych stromov, nagutikl kore chinovnika. Chinin
je biely amorfny praSok malo rozpustny vo vode,rdatozpustny v éteri a alkohole. Pouziva
sa v medicine ako antipiretikum a chemoterapeutikannlieceni malarie. Medzi tieto
alkaloidy patria aj strichninové alkaloidy a papdwekurarové alkaloidy. Kurarové alkaloidy
sa nachadzaju najma v rastlinach chindodendrén ritosem, strichnos toxifera, ktoré
pochadzaju z Juznej Ameriky. Surové extrakty z tychastlin pouZzivali domorodci na
otravovanie hrotov Sipov. Papaverin - je to kryskal latka horkej chuti nerozpustna vo vode,
dobre rozpustna v chloroforme. Papaverin pésobbstearkoticky a pre protitkové (Einky

sa pouziva ako spazmolitikum. Vyskytuje sa tav&@ nezrelych makovic maku siateho

(papaver somniferuphttp://referaty.hladas.sk/referat.php/-alkaldidy1142).

~

Obr. &.13 Struktdrny vzorec chininu

(http://limages.google.sk/imgres?imgurl=http://kekstience.upjs.sk/ekologia )
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Tropinova skupina:Alkaloidy tejto skupiny obsahuju vo svojej molekubko zaklad

bicyklicky systém, ktory vznikol konden&aym spojenim pyrolidinu a piperidinu.
Nahradenim vodika v polohe 8 metylovou skupinouikren zakladna zkenina tropan, od
ktorej sa substitaciou vodika v polohe 3 skupinddH-odvodzuje sekundarny alkohol tropin.
Na tropine su zaloZené farmaceuticky doélezité aldsl atropin, skopolamin a kokain.
Atropin sa nachadza v mnohych rastlingelade Solanaceae- 'urkovité. Atropin je ester
tropinu s kyselinou D,L-tropovou (kyselinou 2-feiBthydroxypropiénovou). Je to biely
kryStalicky prasok, prudko jedovaty, drazdivej chBouziva sa vamom lekarstve (rozSiruje
zrenicu), na uvinenie kcov, casto v kombinacii s inymi ligvami. Skopolamin = hyoscin sa
vyskytuje v rozlénych rastlinacitel'adeSolanaceaele to biely kryStalicky prasok, ktory na
vzduchu straca kryStalick vodu. M& podobriyndk ako atropin. Na zrenicu vSak pdsobi
intenzivnejSie. S analgetikami (C) sluzi na predapel pripravu. Kokain je hlavnym
alkaloidom listov kraEErythroxylon cocakoka prava, rastiuceho v Juznej Amerike a na Jave.
Je jednym z najdlhSie zndmych alkaloidov. Chemijekiyokain dvojnasobny ester ekgoninu s
metanolom a kyselinou benzoovou. Uvadza sa akaidhkokainu —Cocainium chloratum.
Je to krystalicky prasok dobre rozpustny vo vodekadn je @inné miestne anestetikum (D).
Podlieha opiovému zakonu. Dokiga pouZziva v @mom lekarstve vo forme roztoku na
povrchovu anestézu (http://referaty.hladas.sk/atfginp/-alkaloidy/14/1142).

Dlhodobym zneuzivanim niektorej drogy vznika dbwavislog somaticka alebo
psychicka alebo obidve. Psychickou zavistnsrozumieme zvlastne ladenie psychiky, ktora
nuati jedinca k periodickému alebo sustavnému potiviitky. Uzivaté tak ¢ini preto, aby si
navodil prijemny psychicky stav alebo aby zabramitiku neprijemnych pocitov. Zavislbs
somaticka znamena adaptaciu organizmu na pozidkui IPride k tomu, Ze uzivana latka sa
stane nutnou $as’ou metabolizmu a jej vynechanie vedie k vzniku ialestnych priznakov
(JANIK, DUSEK, 1990).
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2.3.4 Druhové zastupenie rastlin produkujucich alkloidy

Na naSom uUzemi rastie priblizne 400 druhov rastlirbznym stuppom jedovatosti.

Stupe jedovatosti sa moze v jednotlivy¢lastiach, resp. v niektorych Stadiach rastu theni

Jedovatos niektorych rastlin podmimiju Specifické obsahové latky, ktoré moézut by

pritomné v celej rastline alebo len v niektorejgasti, najma v plodoch. V jedovatej rastline

sa s pravidla nachadza viacej jedov. @&jype su to:

alkaloidy - zasadité latky s obsahom dusika,

glykozidy - organické zkeniny obsahujuce jedovaty aglykén, ktory sa viaze n
cukornu zlozku,

toxalbuminy — latky pribuzné bielkovinam, obsiaténv niektorych druhoch hub, ale aj
v agate alalSich zelenych rastlinach,

jedovaté saponiny — napr. klidevranie oko¢as’ saponinov sa vyuziva i iebne,
jedovaté silice — napr. borievka netata ,

jedovaté Zivice — napr. pos&@rny, posederveny,

jedovaté hatiny — napr. zimozelg rododendron a 3alat jedovaty (KRESANEK, 1988).

23.4.1 Tis

Tis (Taxus)je pamatny strom smutoeho vziiadu, ktory v minulosti aj na nasom Uzemi

vytvaral suvislé lesy, éom svedia mnohé miestne nazvy: Tisov, Tisovo, TisovecaTas

pod. Na rozdiel od inych idhanov tis neobsahuje Zivice na baze fenolickyckoubdikov.

Tisy patria do rovnomennej triedy TisyTFaxospidaa doc¢elade Tisovité —-Taxaceae Patri

sem pdé rodov a patndsdruhov. Celkovo existuje asi osem druhov, ktoréssvemi

podobné a su rozSirené na severnej pologuli.

V naSich podmienkach sa sadovnicky vyuZivaju nasteél druhy (CHARLWOOD et

al, 1990):

Taxus baccata. — Tis obyajny erveny),
Taxus brevifolidNUTT. — Tis zapadoamericky
Taxus canadensMARSH. — Tis kanadsky
Taxus celebicdWURBURG) LI. — Tis¢insky
Taxus cuspidat®. et Z. — Tis japonsky

Taxus hunnevellianREHD. — Tis hunnewellov

Taxus x medi&REHD. — Tis prostredny
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Obr. ¢.14Plody tisu kanadského
(Taxus canadensis)

Obr. ¢.15 Kora tisu prostredného Obr. ¢.16 Vetvicka tisu obyajného
(Taxus x media) Téxus baccaté.)
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Onr.17 Ihli¢ie tisu zdpadoamerického
(Taxus brevifolia)

Obr.¢.18Tis obyajny Obr. €.19Tis hunnewellov
(Taxus baccath) T&xus hunnevelliana)
(http://www.garten.cz/e/sk/1031-tis-obycajny-tavheszcata)
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NOVAK (1990) charakterizuje tis ako nizsi stromoit dorasta do vysky 5 - 15 (17,5)
m, ¢asto len viackmenny rozlozZito zakonareny ker. Karye kuzéovitd aZz nepravidelna.
Konare su za mlada v nepravidelnych praslenoctkéneéakmer vodorovne odstavaju. Kora je
¢ervenohneda az sivohneda. Borka sa odlupuje v pemenkych podlhovastych nepravidelnych
sivasto¢ervenohnedych plattiach. Kme je ¢asto pozi¥ne valcovity s lalénatym priebehom
letokruhov. Napadné su hojné adventivne vyhonkyréksa tvoria na kmeni uz pri ndhlejSom
osvetleni, ale najma pri jeho poskodeni. Ma silnfovg vymladnog (DUSEK,
DUSKOVA, 1997).

U starSich jedincov je kniepomerne silny a ma vyraznu geavenall aleb@&erveno-
hnedd borku. Semed&é vytvaraju kma, pripadne niekiko kmienikov sdasne. Pri mnozeni
odrezkami sa kmienevytvara, rastu vzdy ako kry. Kavy systém dobre zaigje drevinu
v pode (KIM et al, 2002).

P&iky majua 3-4 x 2 mm, su Siroko vajcovité, tugervenkasto hnedé. Vyhonky su
svetlozelené, neskor svetlohnedé pottervenkasto hnedé, lysé. Ihlice su 20-30 x 2-2,5 mm
velké, ciarkovité, kortisté, ploché, makké, na baze nahle zUzené do keitheky, ktora zbieha
po konariku. Na vrchnej strane su tmavozelené,ldeska spodnej Zltozelené, matné. Su
piralovito rozmiestnen@AMENICKA,VIZAROVA, 2000).

Ihligie tisov je rozne dihé, napr. u rdéznych kultivaibvbaccatama dzku 5-40 mm.
Rovnako sa u kultivarov vyskytuje aj rézne sfarleenhlicia, od tmavozeleného az
modrozeleného, cez svetlozelené az po Zlté. Vyaju&+8 rokov (KIM et al, 2002).

Dvojdoma, vynimeéne len jednodomd.(monoeicarastlina. Saie Sisttky maju 3 mm, su
guraté, kratkostopkaté, ZIté, s 8-1Cimkami, vidite’né uz v jeseni v pazuchach ihlic, husto
zoskupené na spodnej strane konarikov. 8amistéky sa podobaju Stihlym pikom, maju jedno
koncové priame vajko s mikropylou, ktoré je obalené parmi protistajmy Supin
(KAMENICKA,VIZAROVA, 2000).

Santie jedince kvitnu prvykrat asi v 10. roku Zivotanscie asi o desgarokov neskor.
Kvitnutie prebieha v marci a aprili. Plod je giku zeleny, koncom leta riajstejSie krvavo
cerveny mieSok (nejedovaty), Rksti 5-7 mm, obsahujiaci semeno. MieSky mézu’ by
niekedy svetldervené T. canadensjsalebo ZIté (niektoré kultivary. baccata (KIM et al,
2002).

Semeno ma 6-8 x 5 mm, je ovalne, vajcovité, préwéf jemne stt&né, s 2-4 hranami a
tmavohnedym pevnym osemenim. Je obklopené pohdyikovosolovitym karminov&ervenym
(vynimacne Zltym) mieSkom, ktory je pozivéite, kym ostatn€asti obsahuju jedovaty alkaloid

taxin. Dozrieva v auguste az septembri (NOVAK, 1990
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Sadovnicky predstavuju ki vyznamneé stalozelené dvojdomé stromy aleboRagria
medzi najdlhSie Zijuce dreviny vébec. Ich cenhj@sdana najma ich znaSanlivos k hiboko
zatienenym stanoviStiam, vynikajucou regetieoai schopna®u po reze a poSkodeni,
nenarénog’ou a odolnoou k zneistenému prostrediu (VODRAZKA, 1992).

Niektoré pbévodné druhy vytvaraju v starSom vekuwrstvity habitus, u kultivarov
a variet prevladaju krovité tvary. V mladosti nield¢ druhy atypy pripominaju jéal
(obzvla¥ Tis obyajny). VSetky druhy rastd vei pomaly, vo veku 10 rokov sU asi 1 m
vysoké, vo veku 30 rokov 3-5 m (KIM et al, 2002).

Nielen zo sadovnickeholadiska je vyznamné poznanie habitualnych typovréksu
dolezité pre poznanie charakteru aj intenzity rastioré zohravajua pri plantdZznickom
pestovani nemalu ulohu (KIM et al, 2002).

- ,baccata“ — nizky stromovity typ so Sirokou, trochu neprahobu, prevazne vajcovitou
az guwovitou korunou. Konéare vystupuju viac-menej vodarey alebo mierne Sikmo
nahor, st roznejidky, takZe obrys koruny je nepravidelne riedky.

- pendula* — pomerne bujne rastici stréek s konarmi previsnutymi pod kmeia,

vetvicky tiez previsnute.

- ,gracilis®* — krovity typ sriadne vyvinutym vzpriamenym vrcbhol a ovisnutymi

vetvickami

- ,cuspidata“ — pomerne riedko stavany ker s rozlozito vystupavigonarmi, vzdusny,

riedky, pologuiovity.

- ,overeynderi“ — ve’'mi Siroky ker s da3 rovnomerne vzpriamene rozmiestnenymi

konarmi, husty.

- fastigiata® — Siroko slpovity typ, konare uz od zeme rozvetvené, zvézkovit

usporiadané, husto rozlozené.

- erecta” — husté kry, Siroko kuZevito pretiahnuté, s vyrazne zazenymi vrcholmi.

- ,expansa“ — nizky, nepravidelne rastuci ker, so strnulo &kaystupujucimi konéarmi

a konarikmi, niekedy ma rozstrapateny charakter.

- ,compacta“ — nizky ker, pomerne husto a pravideln&ayity, s vidite’nymi kmienikmi

nizko nad zemou.

- repandens” — zakrpateny, rozlozity, poliehavy ker, hlavné &mvodorovné, konariky

previsajuce.
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Pre plantaznické pestovanie s poziadavkou na vysakibu nadzemnej hmoty ikila,
nevyhovuju nizko rastice formgxpansa“, ,compacta“ a ,repandens”, ani riedke formy
ako je napr.,cuspidata“. Z hradiska zberu nevyhovuju ani previsnuté forgpgndula“ a
.gracilis*, kde by sa zber ztiae g'azil. Pre plantaZnické pestovanie tisov pre zbketidnna
farmaceutické &tely sa ako vhodné javia habitualne formlyaccata“, ,overeynderi®,
Jfastigiata® a ,erecta“. Tis tvori viacero foriem a odréd pkal habitu, é¥ky, tvaru
a sfarbenia ihlic (NOVAK, 1990).

Pod'a habitu:

- KuZeovité a7 dpovité "Cheshuntensis’, “Fastigiata’, “Fastigiata RabusFastigiata

Viridis”, “"Overeynderii’

- Previsnuté’Dovastoniana’, Graciosa’, “Gracilis Pendulag¢ckdsonii’

- Krikovité: “Adpressa’, "Adpressa Pyramidalis”, "Adpress&tatr "Erecta’, "Imperialis’,
“Linearis”, 'Nissen’s Corona’, "‘Nissen’s KadettlisSen’s Page”, ‘Nissen’s President’,
Nissen’s Regent’,

- Nizke, trpastiie, (zakrpatené):"Amersfoort”, “Bixtonensis”, “Cavendishii’, “Conof,

"Decora’, "Epacrioides”, “Ericoides’, "HorizontalisKnirps”, "Nutans’, “Prostrata’,

"Repandens

VSetky ¢asti tisu okrem obalov plodov (bobule) su prudkiojeaté pre alkaloid "taxin”,
ktory je horkej chuti a je prudko, az snirie jedovaty pre W&inu teplokrvnych Zivéichov.
Spbsobuje ochrnutie dychacich organov a poSkodzejg. Smf nastava po pouZziti 30 g
ihli¢ia u psov a sliepok, 75 g u oSipanych, 500 g u t@imefio dobytka a 100 g u ka. Kozy
a kraliky su véi nemu odolné.

Tis sa vludovom ligitel'stve vyuZzival proti epilepsii a pri menstdngch tazkostiach.

V davnejSej dobe sa jeho vyhonky pouzivali néeiee besnoty, ale pre spominany alkaloid
sa od toho upustilo. Okrem jedovatych alkaloidosadtuju ihlEky a kéra tisu aj latkudinnu
proti rakovine, ktora sa nazyva Taxol. Progresivap Taxolu a jeho analégov do procesu
tvorby antileukemickych a protinadorovych prepavatpodmienil vybrané pracoviska do
koordinovaného Usilia o aktivny vstup do rozpraco@aseleknych, pestovatskych

a technologickych podmienok vyuzitia rastlinnéhouhdr Taxus baccatal. (FILOVA,
MIKLASOVA, SKRZYPEK).

Taxol, ktory $uboval pomoc pri lighe rakoviny, bol objaveny v 60-tych rokoch 20.
stora@ia a popisany v roku 1971. Extrakty z viac ako 8B @astlin sa zbierali na testovanie.
Taxus brevifolia ktory rastie v miernej oblasti bol prvy objavedyuh, ktory obsahoval
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protirakovinové latky, a z ktorého boli tieto latky izolované. Mali vSak sami o sebd’'ne
nizke zastupenie v extraktoch, ktoré boli izolovariédry tisového dreva. Na produkciu 1kg
taxolu musi by obetovanych asi 3000 stromov, alebo zhruba jedelmoadva stromy na
kazdu ligbu (SHIMOMURA et al, 1997).

Mnoho T'udi, zdruzeni, ale aj celych Statov bolo protienmiu stromov a krov, kvoli
ochrane Zivotného prostredia a v neposlednom radmchovaniu Ziveisnej riSe v tychto
lesoch. Neskér sa naSiel spravny spdsob pestokamiaa z&ali sa zaklada pestovatéské
plochy (Skdlky), na ktoré sa vysadzali sadenicel.tiKry (stronteky) sa kazdorme
prerezavali atak sa pripravili nizke, husté a gevastliny, ktoré su pozadované trhom
(ZENK, 1991).

Dr. Edward M. Croom Jr. z Univerzity v Mississipgitory sa tymto problémom
zaoberal, zistil, Ze pre okrasné druhy tisu je arimym zdrojom Taxolu ihtie, zatid ¢o kéra
je zdrojom pre pévodné lesné druhy tisu. Efektivreggkonomickym spracovanim odrezkov
sa dosiahol obnovitay zdroj Taxolu (SHIMOMURA et al, 1997).

Najv&siu zbierku druharaxusbol v arboréte — botanickej zahrade Chadwicka Ig&in
Dr. L. C. Chadwick a jeho absolvent univerzity viggdkolak Raymond A. Keen zhromazdili
do roku 1942 viac nez 100 odrdd tisuladali sa najvhodnejSie odrodyaxuss najlepSimi
vlastnosami, aby sa zneho mohli izolavamaximélne mnoZstva Taxolu. Znamym
poévodnym vyrobnym procesom - syntézou sa vyradbaddgirodca Taxolu, 10 -
deacetylbaccatin lll. Ten bol UspeSne pouzivanypnaaukciu taxolu, ktory bol do tej doby
identifikovany ako paclitaxel. Taxol bol oficialngapisany obchodnym menom a
formulovany ako liek. Primarny zdroj Taxolu 10-degtbaccatin 1ll, sa naSiel v obnoWites]
biomase (vetwkach a ihléi) v europskom druhu tisdéxus baccatpa v himalajskom druhu
tisu (Taxus wallichiana(SHIMOMURA et al, 1997).

Taxol podporuje formovanie mikrotubul z tubulinuroDa sa spaja s tubulinovymi
dimérmi, redukuje kritickli koncentraciu tubulinutygoného na polymerizaciu a zvySuje
arovei a rychlog polymerizacie. Taxol umozni mikrotubulam zhromaiides nepriaznivych
podmienkach atieto mikrotubuly su abnormalne temimé k depolymerizacii. Bunky
vystavené taxolu maju abnormalnu morfologiu cyttske ¢o poukazuje na jeho
cytotoxicitu. Ta je pravdepodobne spbésobena mikngdfami sprostredkovanym prerusenim
mitdzy. V predklinickych skudskach vykazal taxol pkeznu antineoplasticki aktivitu.
Patetné bunkové linie Budské tumory su citlivé k taxolu. NavySe, Klinickgldie potvrdili,
Ze pacienti s mnozstvom malignych nalezov reagmaligienie taxolom. Taxol je efektivny
pri lieceni karcinbmov vajmikov apravdepodobne aj inych zhubnych nadorov
(ZENK, 1991).
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Obr. &.20 Struktdrny vzorec taxolu
(http://www.bristol.ac.uk/Depts/Chemistry/MOTM/td#axol.htm)

2.3.4.2 Casova a priestorova produkcia taxanov

SEVON et al. (2002)pouzili Styri rozltné varietyTaxus baccata Taxusx mediana
skumanie produkcie taxolu a StyrodialSich taxanov p@s vyvoja vyhonkov. Hoci Urovie
obsahu taxolu medzi jednotlivymi varietami je radda, obsah narastda na Stvornasobok
medzi p@anim a plnym predlZzovacim rastom ¢fqa. Zaujimavé je, Ze gas periody
najva&sieho rastu a predlZovania vyhonkov, naréstla éakpirodukcia taxanov. Tieto Udaje
nazn#&uju, Ze pdas primarneho rastu vynaklada rastlina aj energiu sekundarne
komponenty.

MASSOT et al. (2000analyzovali obsah taxanov v Tise zapadnom. Anagxteaktov
z kory a olistenia poukazala na gradient klesajkeogjcentracie od bazy kma k vetvam.
Tento pokles je spésobeny vSeobecne vysSim obstha@mov v pletivach floému a poklesu
hrabky vo vnutornej kére od bazy kieeku koncu vetiev.

Obsah taxanov sa sledoval agasovej sfére. Kym v kbre narastal obsah od maja do
augusta, v ihlii bol zhruba konStantny. Neplatilo to pre obsahchtiou Ill, ktorého obsah
v ihli¢i narastal podobne ako v kére, a brevifoliol, ktograstal od maja do augusta 9-krat

rychlejSie nez v kore.
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2.3.4.3 Ziskavanie a vyuzitie taxolu

Jednym z viacerych I'sbnych alternativ je produkcia biomasy tisov. Mg8kou
pestovania tisov pre farmaceutické vyuzitie séaka USA uZ v osemdesiatych rokoch 20.
storatia zaobera WEYERHAEUSER. Pre Uspech tejto prace sa snazimahizova’ faktor
obsahu taxanov s urtou produkcie biomasy za jednotktasu na jednotku priestoru
a dosiahntitak ekonomicky efektivnu cestu. Vystupuju aj snatgyd’avedomé Bachtenie na
vysoky obsah &ginnych latok (CHILTON et al, 1982).

BIONDI et al. (2002) vo svojej analyze genetickya@riacii u Tisu zapadného uvadza,
Ze moznosti pre genetickl selekciu pre vyvinutiepgenych linii alebo kultivarov pre
produkciu taxolu existuju, ale pouzitie éaisnych domestikovanych druhov tisu gasovo
i ekonomicky efektivnejSie.

SHIMOMURA et al. (1997) skaSali moznbsuSenia odrezkoVaxus x mediaHicksii’

v tenkych vrstvach. Parametre suSenia botiaziané pri teplotach suSenia 30, 40, 50 a 60 °C.
Vysledky ukazuju, Ze rychl@soproti najniZzSej teplote narastala 3, 15 aZz 28oimds.
NajrychlejSie usychali stopky, pomalSie di a najpomalSie konariky. Pri teplotach 40, 50
a 60 °C bola zhruba Standardna Gtowaxanov, pri suseni pri 30°C obsah klesal. Utiove
vihli¢i vzrastala sarastajucou teplotou suSenia, preto sa ako najéptejSia teplota
javi 60 °C.

Taxus x medidaHicksii® bol ohodnoteny ako jeden z najlepSiclarpeiov taxolu a
predstihoval ostatné odrody druhu Taxus (BOURGAWRI2001).

Okrem Taxus x medidHicksii® sa zbieralo a hodnotilo mnoho inych adirdriklad
sustredenia taxolu a 10 - deacetylbaccatinu llhli¢ii Siestich odréd tisu je znazorneny
v tabu’ke¢. 3 ( DORNENBURG, KNORR, 1996).

Zatial’ ¢o najvyssi obsah taxolu bol izolovany z odrody Taxumedia "Hicksii® najvyssi
obsah jeho predchodcu 10 — deacetylbaccatinu lllizetoval z odrody Taxus baccata
"Repandens” (PARR et al,. 1987).
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Baceatin il

@X_/L " amino phenylpropanayl-
13-O-fransferase
[-Phenylalarsyl Cod

H-{3R}-Debenzayl-2'-deaxytaxel
1 side chain-2"-hydroxylase

HLM H

Y a*
DM

N+ 3R -Debenzoyitaxol

QL-«M benzoyl-N-ransferase

Obr. ¢. 21 Biosyntéza taxolu
(http://www.bristol.ac.uk/Depts/Chemistry/MOTM/td#axol.htm)
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Taburka ¢.3 Koncentracia Taxolu a jeho prekurzoru 10- deabengdatinu lll, v Siestich
odrodach Taxus(http://www.bristol.ac.uk/Depts/Chemistry/MOTM/td#axol.htm)

Koncentracia
Odroda Taxol (mg/kg) | 10- deacetylbaccatin Il (mg/kg)

T. baccata Repandens’ 30 200
T. brevifolia 60 100
T. canadensis 90 20
T. cuspidatdCapitata” 80 20
T. x mediaDensiformis’ 20 70
T. x mediaHicksii’ 100 90
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2.4 NOVE TECHNOLOGIE V PRODUKCII SEKUNDARNYCH
METABOLITOV

2.4.1 Explantétové techniky

K najintenzivnejSie sa rozvijajacim oblastiam rastych biotechnolégii patri
manipulacia (genetickd aj fyziologicka) vyssichtliasha arovni izolovanych buniek, pletiv a
organov. Komplex metod zaloZzeny na kultivaoivitro — explantatové kultury — predstavuje
v sttasnosti moderny netraghy doplnok $achtenia rastlin (SEMAN, 1990).

Stachtitd’'ské  biotechnoldgie  vychadzaji z tychto  zékladnychrincipov
(NOVAK, 1990):

- Velké populacie buniek, z ktorych kazda je potencidradrojom celého rastlinného
organizmu, mozno dlhodobo kultivava za kontrolovanych podmienok regenetbva
Z nich celistvé rastliny.

- Bunkova kultura je potencidlnym zdrojom genetjokariability, lebo rastlinné bunky
in vitro su geneticky a chromozomalne nestabilné. Genetiektabilitu mozno zvysi
pouzitim mutagénov v kultaren vitro. Bunkové mutantné lini€asto nestracaju
totipotenciu, ¢o umozuje dosiahnti vyraznu geneticki premenlividsrastlin
regenerovanych vitro.

- Prejav znaku na bunkovej urovni méze koretosgrejavom toho istého znaku (alebo
iného) na urovni celého organizmu. Geneticka infia pre znaky a vlastnosti
vyselektovanéin vitro sa prenasa po regenerdcii rastlinného organizmuabeu
alebo vegetativnou cestou na potomstvo.

- Kultara organizovanych Struktar rastlinného origaru (zarodkov alebo meristémov)
poskytuje systém pre udrZanie vysokej genetickepikty materialu. Kultivacia
organizovanych Struktlr, najma meristémov uiiupg hromadne mnogZigeneticky
identické potomstvo nepohlavnou cestou — klotiomavitro.

Pod pojmom ,kultira rastlinnych explantatam vitro“ treba rozumié asepticku
kultivaciu izolovanych ¢asti rastlin v umelych (laboratornych) podmienkacH.
experimentalnej praxi to znamena odtlelio sterilne vypestovanej alebo povrchovo
sterilizovanej (dezinfikovanej) rastliny diti ¢ag’, umiestnf ju do sterilného priestoru a
kultivovat’ za viac-menej definovanych podmienok (KOVAL995; PIERIK, 1997).

Pri rastlinnom organizme sa vychadza z toho, Zed&azivd bunka rastlinného
organizmu je totipotentna, t.j. obsahuje komplegeaetickl informaciu pre vyvin celistvého

organizmu. Priebeh morfogenézy veduci k regenenastlin v podmienkachn vitro je
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rozhodujuci faktor ovplyiujici cytogenetické vlastnosti ziskanych jedinc@eneticka
kontinuita prejavujuca sa stabilnym diploidnim lkatgpom je zachovana pri regeneracii
rastlinin vitro z izolovanych rastovych vrcholov (meristémovéa kd)talebo pri odvodeni
rastlin zo zygotovych embryi v embryovej kultreQWAK, 1990).
Explantatové techniky na uUrovmm vitro prindSaju oproti tradnému pristupu tieto
vyhody (SEMAN, 1990):
- MozZnos vytvarania novych genotypov s takymi kombin&ciar@stnosti, ktoré nie je
mozné ziskaklasickou metdédou hybridizacie.
- Schopnog predbeZnej selekcie genotypov so Ziadanymi znakinina ukitej Urovni
organizacie kulttryn vitro.
- MoZnog analyzy pripadnych chimér a zniZenie ich vyskytuinukcii morfogenézy z
jednej bunky.
Pri kultivacii rastlinnych explantatov treba zapedt predovsetkym sterilitu, pretoze
Zivné média heterotrofnych organizmov v kultimevitro obsahuju organické latky a tak sa
moézu kontaminov& mikroorganizmami, ktorych zéarodky sa nachadzajovezdudi.DalSou
podmienkou Uspesnej kultivacie rastlinnych explenwan vitro je zabezp&nie vhodného
zloZenia zivného média, vhodnej kultéveej teploty a svetelnych podmienok.
Z aspektu vychodiskového explantdtu rozoznavame edajgice explantatové kultary
(BOHMOVA a kol., 1988):
1. Organové kultary vychodiskovy explantat je diferencovany organ,
- embryokultary,
- pd’nicové kultary.
2. Pletivové kultary- vychodiskovy explantéat jgas’ somatického pletiva,
- meristémoveé kultary (kotmvé Sptky, vegetané vrcholy),
- iné pletiva (Supiny cibi kvetnécasti, kambialne pletivo).
3. Bunkové kultury- vychodiskovy explantét je izolovana bunka.
4. Protoplastové kultury vychodiskovy explantat je bunka, zbavena bunkstexy.
Regeneracia rastlinn vitro a presadenie regenerantov do podmienokngjo a
sklenikovej kultiry umoznilo analyzotzaspontannu a indukovanu geneticku variabilitu
systémuin vitro na drovni celého organizmu s naslednym vyuZitiiachteni. Doslo tak k
prepojeniu genetiky somatickej bunky s klasickonajekou, t.j. hybridologickou analyzou
(SEMAN, 1990).
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2.4.2 Bunkové kultary

Rastlinné bunkové kultiry su atraktivnou alternabiv moznogou pre produkciu
sekundarnych metabolitov (COLLIN, 2001; MISAWA, BB®STAFFORD, 2002).

Rastlinné bunky su biosynteticky totipotenttdé,znamena, Ze kazda bunka v kulttre si
zachovava kompletna genetickd informaciu a je tedf@opna produkovatie isté chemické
zltceniny, ktoré sa vyskytuji v materskej rastline. ¥gh tejto technologie pred
konvertnymi pd’nohospodarskymi metodami sa nasledovné (RAO a
RAVISHANKAR, 2002):

- je nezavisla od geografickych zmien a rdznychremmentalnych faktorov,

- ponuka definovany proddky systém, ktory zabezfige nepretrzitl tvorbu produktov
rovnakej kvality a v§azku a umoiuje produkciu novych zltenim, ktoré sa bezne
nevyskytovali v materskej rastline.

Spaiiatku sa predpokladalo, Ze nediferencované buriy sa kalusové kultary alebo
bunkové suspenzné kultary, nie su schopné prodtkesleundarne metabolity. Tieto tvrdenia
vyvratii ZENK so svojimi spolupracovnikmi (1991),ek v kalusovej kultireMorinda
citrifolia ziskali 2,5 g antrachinénu/l kultivtaého média.

Bol podany tiez priamy dékaztom, Ze systém nediferencovanej bunkovej a pleéjyov
kultdry je mimoriadne vhodny preozSirenie genetickej premenlivosti rastlin a Zévama
moznog selektovd na agronomickyripadne farmakologicky vyznamné vlastnosti na grov
in vitro (BOUQUE a kol., 1998).

Existuje mnoZstvo rastlinnych bunkovych kultar, né&oprodukuju vysSie mnoZstva
sekundarnych metabolitov ako produkuju intaktndlirms(RAO a RAVISHANKAR, 2002).

Transfer buniek z celistvych rastlin az do bioreaktej kultiry zahlia niekdko
postupnych krokov acasto je to dlhodoba procedura. Pre produkciu sekunydh
metabolitov tento proces &aa vyberom individualnych rastlin na zaklade icbduktivity
Zelanej zldeniny. Pd@as kazdého kroku procedury musit gyroduktivita pletiv a buniek

monitorovana aby sa zabezpeyber najproduktivnejSich linii.
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2.4.3 Organove kultary

Pretoze sa zistilo, Ze tvorba sekundarnych metabolije spravidla vySSia
v diferencovanych rastlinnych pletivach (BIONDI alk 2002), boli uskui@nené pokusy
kultivovat'” vin vitro podmienkach celé rastlinné organy, napr. vyhonlgb@lkorene, s
cielom produkové medicinsky délezité zteniny. Vyhodou organovych kultdr je relativne
vySSia stabilita produkcie sekundarnych metabolfieO a RAVISHANKAR, 2002).

Pre &ely produkcie sekundarnych metabolitov sa uvazggolecne o dvoch druhoch
organovych kultdr: o korevej kultire a vyhonkovej kultire (BOURGAUD a kd0Q01).

Korenové kultiry mézu by hodnotnym zdrojom medicinalnych 2Bnin (FLORES a
kol., 1999, YU a kol., 2002; SEVON a OKSMAN-CALDENTYE 2002). Nevyhodou
korenovych kultir su vSak vSeobecne pomaly rast a amiagpracovateos’ (RAO a
RAVISHANKAR,2002). Z toho dovodu sarladaju alternativne metédy pre produkciu
zltcéenin syntetizovanych v rastlinnych kaeeh. Jednou z najperspektivnejSich z nich je
pouZzitie kultury vlaskovych kommv (SEVON a OKSMAN-CALDENTEY, 2002).

Vlaskové korene sa ziskavaju po uUspesSnej geneticBegformacii rastlin baktériou
Agrobacterium rhizogenesktora prenasa&as’ svojho Ri (oot inducing plazmidu, tzv.
T-DNA, do buniek hostitta. Tvorba vlaskovych korienkov je indukovand auxinm
syntetizovanymi v doésledku pritomnosti génov pré myntézu na prenesenej T-DNA.
Vlaskové korene maju jemnu Struktdru, rychly rasi, subkultivovattné a je ich mozné
neobmedzene propagavaa Zivnych meédiach neobsahujacich fytohormony (OHIN a
kol., 1982; SEVON a OKSMAN-CALDENTEY, 2002).

Okrem vhodnych rastovych charakteristik vykazujultdey vldskovych korgov
zaujimaveé vlastnosti zladiska produkcie sekundarnych metabolitov: ichiprogtabolitov
je totiz spravidla podobny alebo identicky s pmfil metabolitov v netransformovanych
rastlinnych koréoch (PARR, HAMILL, 1987).

DélezZitou vlastna®u vlaskovych komgov, na rozdiel od bunkovych suspenznych
kultar, je aj schopnasprodukcie sekundarnych metabolitov paralelne ®nast.j. moznog
ziska kontinualny zdroj sekundarnych 2&nin z aktivne rastacich vlaskovych ke
(KIM a kol., 2002). Pre zvySenie produkcie sekungéh metabolitov v kultire vlaskovych
korenov je mozné poukitie isté postupy, ktoré boli vyvinuté pre bunk®espenzné kultlry,
t.j. modifikacie zloZiek zivného média, aplikacidickorov, alebo pridavok prekurzorov
metabolitov (BOURGAUD a kol., 2001).
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Pre &ely produkcie sekundarnych metabolitov je moZnéewkrkor@éov pouzi aj
nadzemnécasti rastlin, t.j. vyhonky (BOURGAUD a kol.,, 200BMITH a kol., 2002;
NOGUEIRA a ROMANO, 2002).

Vyhonkové kultiry moézu ki geneticky transformované, Kesu ziskavané po infekcii
baktériou Agrobacterium tumefaciensalebo netransformované, kesu pestované na
kultivatnych médiach vhodného hormonalneho zloZzenia (MAS&@®®l., 2000). Spotmou
vlastnosou vyhonkovych kultir s kultdrou katev a vlaskovych koiv je geneticka
stabilita a dobra kapacita pre produkciu sekunddrnyetabolitov. Podobne ako pri kultire
vlaskovych koréov aj vyhonkové kultary maju schopnogrodukovad sekundarne ztieniny
sitasne s rastom. Nevyhodou vyhonkovych kultdr je tiwl@ pomaly rast, nutnts
pestovania vyhonkovych kultdr v podmienkach fotagy a niektoré odliSnosti v profile
metabolitov, pretoZe niektoré biosyntetické drahy Iskalizované v Specializovanych
organoch, napr.fazach (BOURGAUD a kol., 2001).
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3 CIEL: PRACE

Cielom diplomovej prace je komplexné spracovanie pdavat z vedeckych
a odbornych publikacii tykajucich sa problematikgkgndarnych metabolitov, konkrétne
rastlinnych alkaloidov a ich vyuZzitie vo fytofarmiadlizSie sa chceme zameraa alkaloid
taxol ziskavany ztisu. K&e v s@dasnosti na Slovensku neexistuje Ziadna podrobnejSia
vedecka publikacia zaoberajuca sa komplexnym riesemroblematiky ziskavania

sekundarnych metabolitov, rozhodli sme sa pre speate tejto problematiky.
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4 MATERIAL A METODY SPRACOVANIA

Pre naplnenie cfa prace boli pouzité knizné publikici€ebnicového charakteru,
monografické diela, vedecké a odbordésopisy domacej a zahra&nej proveniencie.
Vzhradom k aktualizacii idajov boli pouzité aj matgrig@vedené na internetovych strankach.

Dokumenté&ny material, ktory je pouzity v tejto praci je ksgozicii v @ebniciach a na
internete.

Postup prace na plneni bi bol nasledovny:

1. zhroma@’enie literatary pobh Struktary prace

2. excerpovanie myslienok z literatury a ich zosteanie do komplexu Struktary prace

3. vyhodnotenie excerpatu a doplnenie Uvodnychvargimych ¢asti preliadu v zmysle
metodiky pisania zaveteych prac
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5 ZAVERY

V rastlinach sa nachadza 'ké mnoZstvo sekundarnych metabolitov, ktoré sa
syntetizuja a akumuluju ako odpal@rganizmu na napadnutie patogénom alebo reakcia na
abioticky stres. Sekundarne metabolity maju mnol@odpické &inky, ktoré je mozné
uplatn’ roznymi spésobmi v potravinarskom, kozmetickomaamiaceutickom priemysle.
Ciel'om diplomovej prace bolo komplexné spracovanie ptkov z vedeckych a odbornych
publikacii tykajucich sa problematiky sekundarnyatetabolitov, konkrétne rastlinnych
alkaloidov a ich vyuZitie.

Sekundarne metabolity pochadzaju prevazne z métatol cukrov a aminokyselin.
VéacSina heterotrofnych mikroorganizmov vyuZziva glukéako zakladny zdroj uhlika a
energie. Niektko fungélnych metabolitov je odvodenych priamo ddkgzy, ale uhlik
glukbzy sa stava pouZliey aj pre mnohé biosyntetické procesy pri tvorbermediatov
v rade energiu uv@ujucich reakcii. Ak sa intermediaty nepouZziju nantsyické wely,
celkovy vysledok reainého poradia je oxidacia molekuly glukézy na L& vodu s
produkciou 38 molekul ATP. Disimildcia glukdézy ¢taa jej premenou na triozy
Embdenovou-Meyerhofovou drahou alebo pentdzofogfatocyklom.

Expresiu metabolickych drdh mnohych sekundarnychalbaoditov je moznélahko
zment’ pomocou vonkajSich faktorov ako su napr. mnozg&tvin, stresové faktory, svetlo a
rastové regulatory. \fa zakladnych zloZiek zivnych médii pre rastlinnékmvé kultdry je
dolezitym ukazovat®m rastu a akumulacie sekundarnych metabolitove@kchemickych
faktorov maju na odpow rastlinnych buniek vn vitro kultire véky vplyv aj fyzikalne
vlastnosti kultivéného prostredia, napr. intenzita osvetlenia, teplpH Zivného média a
koncentracia kyslika v tekutych zivnych médiach.

Pre mnohé biologické ¢inky je mozné sekundarne metabolity uplatmdznymi
spésobmi. Zistilo sa, Ze viacero sekundarnych noditakk najdenych v rastlinach, ma
vyznam pri obrane organizmu proti herbivorom, Skada patogénom, pri ochrane pred UV
Ziarenim. MdzZe 50 vyuZitie v potravinarskom priemysle vo formetadako nutraceutik a
preventivnomedicinskych pripravkov. Uplatnenie mgjjiro farmaceutickom priemysle, kde
slizia na vyrobu preparatov, ktoré obsahuju tiatkyl ako terapeutickydinné substancie.

Alkaloidy maju vyznam v lekarstve a priohospodarstve. Ich vyskyt je u mnohych
druhov rastlin, a u niektorych hab a Ztichov. Existuje mnoho druhov alkaloidov s r6znymi
Gcinkami. NajznamejSie su tie s ktorymi sadaajtejSie stretdvame. Su v znamych rastlinach a
hubach. Vyuzitie je hlavne v medicing bylinarstve s¢im suvisi aj ich ekonomicky a

historicky vyznam. Z ekonomickéhoddiska je to vyroba liekov, ktora je Uzko spata s
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historickym predvojom. V minulosti totizto zohravalel’ki ulohu @inky réznych drog.
Vyuzivali sa v bojoch, pri Samanstve, a samozregjme ligitel'ské &ely.

BlizSie sme sa zaoberali alkaloidom taxol ziskavanifsu. Tis zapadny T@xus
brevifolia) je najznamejSim zdrojom Sirokého spektra sekumadr metabolitov. Tis je
biologicka "starozitna®, zZiva pamiatka na epochu fohor, preto ma cestné” miesto v
supisoch chranenych druhov rastlin nielen na Skkerale aj vo wSinedalSich eurépskych
Statov. lhltky a koéra tisu obsahuju okrem jedovatych alkaloidgvlatku &innd proti
rakovine, ktora sa nazyva taxol. Slovenska repabtié v rdmci Eurépy, ako jedina krajina,
ucelenejSie a rozsiahlejSie povodné enklavy tomtdna ¢o predstavuje originalny selé&ky

subor pre chemotypy s vysokym obsahom tejto latky.
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7 Prilohy

1. CD médium - diplomova praca v elektronickej pmeloprilohy v elektronickej

podobe.

2. Kalusové kultary.
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Priloha 2

Kalusové kultary

OBR. 1.: OBR. 2.:
KALUSOVA KULTURA T. BACCATA KALUSOVA KULURA T. CUSPIDATE
NA WV1 MEDIU NA WV2 MEDIU

OBR. 3:
KALUSOVA KULTURA T. BACCATA
V PROCESE REGENERACIEFILOVA, ROVNA, 2007).
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